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Introducción 
1. El hígado 
1.1 Generalidades 
El hígado es una glándula accesoria del aparato gastrointestinal, representa del 2 al 5% del peso 
corporal en adultos y se encuentra situado en el lado superior derecho de la cavidad abdominal, por 
debajo del diafragma. Es un órgano de importancia vital con múltiples y complejas funciones 
metabolicas (Tabla 1). Además del papel del hígado en la detoxificación de productos de desecho 
del metabolismo, también actúa regulando el metabolismo energético al procesar los nutrientes que 
provienen de la digestión a fin de distribuirlos al resto de los tejidos. Otras funciones del hígado 
indican un papel central en la regulación de múltiples procesos bioquímicos y homeostáticos como: 
la síntesis y secreción de bilis; la síntesis de proteínas y lipoproteínas plasmáticas y factores de 
coagulación; la detoxificación de fármacos y toxinas; y además, funciones metabólicas como son la 
síntesis de glucógeno, la gluconeogénesis y también el almacenamiento de glucógeno y del algunas 
vitaminas y lípidos [1-3]. 
FUNCIONES PRINCIPALES DEL HIGADO
Metabolismo de carbohidratos 
           Captación de glucosa 
           Síntesis y almacenamiento de glucógeno 
           Glucogenolisis y gluconeogénesis
Metabolismo lipídico 
           Oxidación de ácidos grasos 
           Síntesis de lipoproteínas, colesterol, triglicéridos y fosfolípidos 
           Cetogénesis
Metabolismo proteico 
           Degradación de aminoácidos 
           Síntesis de proteínas, ácidos nucleicos y urea
Metabolismo del grupo hemo
            Síntesis del grupo hemo y de porfibirinógenos
Formación y secreción de bilis 
Inactivación de diversas substancias
            Como tóxicos, esteroides y otras hormonas
Síntesis de proteínas plasmáticas 
            Albúmina y proteínas de fase aguda
Inmunidad 
            A través de células de Kupffer
Tabla 1. Resumen de algunas de las principales funciones del hígado 
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1.2 Organización del hígado 
Como la mayoría de las glándulas exocrinas, el hígado está dividido anatómicamente en lóbulos y 
lobulillos más pequeños mediante una serie de tabiques de tejido conjuntivo. Se reconocen cuatro 
lóbulos de distintos tamaños, el lóbulo derecho, situado a la derecha del ligamento falciforme; el 
lóbulo izquierdo, situado a la izquierda del ligamento falciforme y extendido sobre el estomago; el 
lóbulo cuadrado, visible solamente en la cara inferior del hígado encontrándose limitado por el 
surco umbilical a la izquierda, el vesicular a la derecha y el hilio del hígado por detrás y por último 
el lóbulo caudato o lóbulo de Spiegel, situado entre el borde posterior del hilio hepático por delante 
y la vena cava por detrás. 
El hígado está recubierto exteriormente por una capa de células mesoteliales. Por debajo se 
encuentra una cápsula de tejido conectivo delgado denominada cápsula de Glisson, que a nivel del 
hilio (surco transversal situado en la cara inferior del hígado) se extiende ramificándose y 
penetrando en el parénquima hepático. El parénquima hepático está constituido por grupos de 
células epiteliales, hepatocitos y por un sistema ramificado de conductos. Se puede observar un 
patrón repetido de áreas más o menos hexagonales en las que los cordones de hepatocitos se 
disponen de forma radial alrededor de una vena central. En los ángulos de estas zonas poligonales 
hay una pequeña área triangular formada por tejido conjuntivo que contiene un conducto biliar, una 
rama de la arteria hepática y una rama de la vena porta. Este complejo se denomina triada portal. 
Las ramas laterales de estos vasos confluyen en los sinusoides hepáticos, capilares venosos que 
reciben sangre de la vena porta y de la arteria hepática y que ocupan los espacios que quedan entre 
los cordones de hepatocitos y drenan en la vena central (Figura 1).  Por lo tanto, las células 
hepáticas están expuestas a un gran volumen de sangre que fluye por los sinusoides debido a la 
marcada porosidad de las paredes de los sinusoides. Los sinusoides hepáticos se encuentran 
revestidos por dos tipos de células, las células endoteliales típicas y las células de Kupffer. El 
espacio que existe entre los cordones de hepatocitos y la pared del sinusoide se denomina espacio 
de Disse, y contiene un sistema de fibras de colágeno con funciones de soporte. En el interior de los 
cordones de hepatocitos existe una red de canalículos biliares, donde es secretada la bilis producida 
de forma continua por las células hepáticas, que desembocan en conductos biliares mayores 
situados en las triadas portales [1,2].

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Figura 1. Estructura histológica del hígado.
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plasmáticas, lipoproteínas, ácidos grasos, colesterol, fosfolípidos, y glucosa; la digestión y 
absorción de las grasas alimenticias a través de la secreción de la bilis; y la detoxificación de 
compuestos endógenos y exógenos tóxicos para el organismo [3]. 
Los hepatocitos poseen forma poliédrica cuyo diámetro varía entre 15-30 m, y se disponen en 
cordones entre los sinusoides hepáticos, de modo que cada hepatocito está en contacto directo con 
los hepatocitos adyacentes, el canalículo biliar y el sinusoide hepático (espacio de Disse). La parte 
del hepatocito que está en contacto con el sinusoide recibe el nombre de región sinusoidal, y a 
través de ésta los hepatocitos realizan su función endocrina, es decir, la síntesis de proteínas y otros 
compuestos que liberan al sinusoide; mientras que la parte del hepatocito en contacto con los 
hepatocitos adyacentes recibe el nombre de región lateral, y a través de ésta realizan su función 
exocrina, es decir, la secreción de bilis al canalículo biliar presente en esta región [2,3]. 
A causa de la alta tasa metabólica, los hepatocitos tienen un gran número de orgánulos 
citoplasmáticos. Entre ellos destacan a) el retículo endoplasmático (RE) donde se sintetizan 
proteínas, se realiza el metabolismo lipídico, el metabolismo de la glucosa y la degradación del 
grupo hemo; b) el aparato de Golgi, donde tiene lugar la síntesis de proteínas, la glicosilación de 
proteínas, el reciclaje de receptores y la secreción de bilis y; c) las mitocondrias, donde tiene lugar 
la fosforilación oxidativa y la síntesis de trifosfato de adenosina (ATP) [2].
• Células endoteliales 
Las células endoteliales constituyen las paredes de los sinusoides hepáticos y están separadas de los 
hepatocitos por el espacio de Disse, creando un compartimiento extravascular hacia el cual los 
hepatocitos proyectan microvellosidades, para aumentar la superficie de contacto entre el 
hepatocito y el espacio vascular. Estas células poseen características únicas y actúan como barreras 
entre la corriente de la sangre por un lado y los hepatocitos en el otro. Entre las células endoteliales 
sinusoidales existen poros o fenestraciones de gran tamaño, de manera que permiten el intercambio 
de fluidos y macromoléculas (incluso proteínas) entre los sinusoides y el espacio de Disse. Una 
sola célula endotelial puede tener cientos de fenestraciones y éstas son estructuras dinámicas que 
responden a diferentes estímulos; calcio, serotonina, nicotina, impulsos neuronales, alcohol, 
endotoxinas, entre otras [1-3]. Las células endoteliales participan activamente en la inflamación, de 
manera que frente a determinados estímulos pueden liberar diversos mediadores como 
interleuquinas y óxido nítrico (NO) [3]. 
• Células de Kupffer 
Las células de Kupffer son los macrófagos del hígado y pertenecen al sistema fagocitico 
mononuclear. Tienen forma irregular y se encuentran situadas en la superficie de las células 
endoteliales, emitiendo prolongaciones que se extienden hacia la luz de los sinusoides y entre las 
células endoteliales subyacentes. Contienen numerosos lisosomas muy desarrollados y vesículas 
pinocíticas, ya que su principal característica es su capacidad fagocítica. Actuando como barrera 
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protectora por su capacidad de eliminar por endocitosis diversas sustancias potencialmente dañinas 
para el organismo como microorganismos, endotoxinas, complejos inmunes, lípidos, entre otros. 
Así mismo, las células de Kupffer pueden reconocer y fagocitar eritrocitos envejecidos o 
lesionados, y eliminan de la sangre los bacilos que intentan introducirse en la circulación portal 
después de su paso por los intestinos. La activación de las células de Kupffer puede estar 
provocada por diferentes estímulos, entre ellos las endotoxinas. Una vez activadas, generan 
mediadores citotóxicos como son citoquinas, radicales libres de oxígeno (RLO) y proteasas [3].
• Células estrelladas 
Las células estrelladas, también conocidas como células de Ito, están localizadas en el espacio de 
Disse, en estrecho contacto con las células endoteliales, y constituyen el principal almacén de 
vitamina A del organismo. Además sintetizan proteínas de la matriz extracelular (colágenos de 
distintos tipos), son mediadores importantes de procesos de reparación del tejido hepático 
(cicatrización) en diversas patologías hepáticas y poseen capacidad para promover y amplificar la 
respuesta inflamatoria [3]. 
En condiciones fisiológicas, comprenden alrededor del 15% del número total de células hepáticas. 
Su principal función es el almacenamiento y la homeostasis de la vitamina A y otros retinoides, que 
se almacenan como gotas lipídicas citoplasmáticas en forma de ésteres de retinilo. Las células 
estrelladas regulan el flujo sanguíneo sinusoidal y producen apolipoproteínas, prostaglandinas, 
factores de crecimiento y citoquinas, las cuales contribuyen a la homeostasis de la matriz 
extracelular [4]. 
2. El trasplante hepático 
El hígado se puede ver afectado por un gran número de enfermedades de fase aguda o crónica que 
impidan que realice correctamente sus funciones. En ocasiones estas enfermedades son tan graves 
que limitan la capacidad del hígado para mantener la homeostasis del organismo. El trasplante 
hepático está indicado en las enfermedades hepáticas progresivas en las que no sean posibles otras 
medidas terapéuticas, y en las que la supervivencia esperada sea inferior a la que se conseguiría con 
el trasplante [5,6]. Entre las enfermedades susceptibles de trasplante hepático encontramos la 
insuficiencia hepática por hepatitis crónica o cirrosis de cualquier etiología, la insuficiencia 
hepática aguda grave, algunos tumores hepáticos, las anomalías hepáticas congénitas, las 
enfermedades genéticas o los trastornos metabólicos cuya deficiencia reside en el hígado y, por 
último, el fracaso del hígado trasplantado [6]. En los últimos años, el trasplante hepático ha 
evolucionado de ser un procedimiento experimental con éxito moderado antes de 1980, hasta 
convertirse en una operación estándar con tasas de supervivencia muy altas para pacientes que 
anteriormente tenían mal pronóstico ante una enfermedad hepática avanzada e irreversible. Los 
avances más importantes que han contribuido a esta evolución son la introducción de nuevos 
fármacos inmunosupresores que combaten de forma eficaz el rechazo inmunológico, la mejora de 
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la técnica quirúrgica y los avances producidos en la obtención y preservación del injerto, sobre todo 
a raíz de la utilización de la solución de Universidad de Wisconsin (UW) como solución de 
preservación hepática [6-8].  
2.1 Problemática del trasplante hepático  
No obstante y pese a todos los avances que han contribuido al establecimiento del trasplante 
hepático como una técnica rutinaria en la práctica clínica, hay todavía bastantes dificultades por 
resolver. Actualmente la principal limitación del trasplante hepático es la falta de donantes. Si bien 
es cierto que la tasa de donaciones en España es la más alta del mundo según la Organización 
Nacional de Trasplante (ONT), el número de pacientes en lista de espera de un hígado supera al 
número de donantes [9]. Por lo tanto, es muy importante optimizar los recursos disponibles en este 
campo. Este problema se puede abordar de la siguiente forma: por un lado aumentar el número de 
injertos disponibles para ser trasplantados; y por el otro lado intervenir para que el injerto 
trasplantado funcione correctamente evitando así, recurrir al retrasplante lo que supondría el 
desaprovechamiento de un órgano [10,11].  
2.2 Estrategias para aumentar el número de donantes
• Evaluación y ampliación de las variables de aceptación de órganos 
No todos los órganos disponibles se aceptan para trasplante. Los órganos son sometidos a una 
valoración individual y una vez conocidas sus características, son aceptados o no para ser 
trasplantados según unos criterios preestablecidos en la práctica clínica. Debido a la experiencia 
acumulada con el paso de los años, y a la falta de órganos disponibles para trasplante hepático. Los 
centros hospitalarios han debido ampliar los criterios de aceptación de un órgano para ser 
trasplantado. De este modo, la edad máxima y media de los donantes de hígado ha ido ampliándose 
con los años y este factor ya no es considerado limitante a la hora de seleccionar como aceptable un 
órgano para ser trasplantado [12-15]. De la misma forma, enfermedades crónicas padecidas por el 
donante, como la hipertensión arterial o la diabetes mellitus que anteriormente provocaban que los 
órganos fueran descartados para trasplante, no son consideradas actualmente como criterios de 
rechazo de órganos para trasplante [2,12-16].  
La falta de órganos para trasplante ha derivado en la aceptación de órganos que presentan una 
mayor susceptibilidad a la lesión por isquemia/reperfusión (I/R), la cual es inherente a todo tipo de 
trasplante hepático. Cuando se utilizan para el trasplante injertos hepáticos procedentes de donantes 
de más de 70 años de edad, la supervivencia del receptor es baja [17]. Además, estos donantes 
presentan un índice de esteatosis mayor, lo cual exacerba el daño inducido por I/R. El donante a 
corazón parado fue en el inicio del trasplante hepático la única fuente de órganos hasta que se 
aceptó el concepto de muerte cerebral. Actualmente se distinguen dos tipos de donantes a corazón 
parado, controlados y no controlados. Muchos centros descartan el uso de los donantes no 
controlados (en los que el fallecimiento del donante ocurre en una situación fuera del control 
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hospitalario) puesto que en este tipo de donantes no se puede conocer con exactitud el tiempo en el 
que el órgano permanece en el interior del organismo sin irrigación sanguínea antes de su 
extracción (tiempo de isquemia caliente) y las distintas experiencias en trasplante no son muy 
alentadoras [18-20]. Sin embargo, numerosos estudios muestran que el trasplante de hígado 
procedente de donantes controlados (en los que el fallecimiento del donante tiene lugar bajo control 
hospitalario y por lo tanto se puede minimizar el tiempo de isquemia caliente) da lugar a resultados 
semejantes a los obtenidos con donantes cadavéricos aunque con un mayor riesgo de 
complicaciones biliares [21-28]. Por lo tanto, la experiencia en trasplante de hígado con donantes a 
corazón parado es todavía muy limitada. La utilización de injertos hepáticos esteatósicos para 
trasplante conlleva un mayor riesgo de disfunción o fallo del injerto comparado con injertos 
hepáticos sin esteatosis. La esteatosis hepática agrava el problema de la falta de órganos ya que se 
sabe que entre todos los hígados que no son considerados como aptos para trasplante por sus 
condiciones patológicas, más del 50% son hígados esteatósicos, de ahí que la esteatosis sea la causa 
del mayor número de órganos no aptos para trasplante, acentuando así la problemática del banco de 
órganos [17]. 
• Técnicas de trasplante hepático alternativas a la convencional 
Con la intención de practicar el trasplante hepático a un mayor número de pacientes, se han 
optimizado diversas técnicas de trasplante alternativas a la convencional como el caso de la técnica 
de Split, el trasplante dominó y el trasplante hepático procedente de donante vivo  [2,10].  
Donante vivo. La técnica del trasplante de donante vivo consiste en la utilización como injertos de 
segmentos hepáticos que provienen de un donante vivo. Al principio, esta técnica fue utilizada para 
receptores pediátricos [29] y en 1994 se realizó el primer trasplante hepático a un adulto procedente 
del lóbulo derecho de un donante vivo [30]. En el trasplante pediátrico de adulto a niño, se 
trasplanta el lóbulo lateral izquierdo o el izquierdo completo, dependiendo del peso del receptor 
(Figura 5). En el caso del trasplante de donante vivo de adulto a adulto, se han obtenido buenos 
resultados utilizando el injerto derecho completo ya que este representa aproximadamente el 60% 
de la masa hepática; en receptores de poco peso se utiliza el lóbulo izquierdo y el izquierdo 
extendido para receptores de mayor peso [31]. Actualmente esta modalidad quirúrgica representa 
una alternativa válida y segura en centros con experiencia en cirugía hepática llegando a 
representar el 25% del total de los trasplantes realizados [32]. Uno de los beneficios de los injertos 
de tamaño reducido a partir de donante vivo es obtener un injerto de buena calidad con un tiempo 
isquémico corto, ya que la cirugía del donante puede ser programada para coincidir en tiempo con 
la cirugía del receptor. Por otro lado, el mayor problema concerniente a la aplicación del trasplante 
hepático de donante vivo es la disparidad del tamaño del injerto, lo cual implica una posterior 
regeneración del injerto hepático de tamaño reducido [33-36].  
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El desarrollo de algunas de estas técnicas ha sido posible debido a la capacidad de regeneración del 
hígado ante el daño tisular, que a diferencia de otros tejidos con capacidad de regeneración, no 
depende de un grupo de células germinales (células stem) sino que se produce por la proliferación 
de las células hepáticas maduras [2,44]. Diversos estudios han mostrado que la respuesta 
regenerativa del hígado es proporcional a la cantidad de hígado y tiene como resultado la 
recuperación del tamaño original del mismo al poco tiempo.  
Pese a los esfuerzos realizados por aumentar la donación de órganos y aunque las estrategias 
adoptadas han permitido aumentar el número de órganos disponibles para ser trasplantados, éstas 
siguen siendo insuficientes para resolver el problema de la falta de órganos. 
2.3 Disfunción y retrasplante hepático  
Todos los avances llevados a cabo en los últimos años han permitido mejorar significativamente el 
pronóstico del trasplante hepático, aumentando la supervivencia de los receptores y han convertido 
al trasplante hepático en la terapia de elección en niños y adultos con enfermedades hepáticas 
avanzadas sin tratamiento alternativo. Pero, pese a las mejoras introducidas en la técnica del 
trasplante hepático, la disfunción del injerto sigue siendo la complicación más importante tras un 
trasplante hepático.  
Cuando esta disfunción ocurre inmediatamente posterior al trasplante hepático, sin causa alguna 
conocida, se habla de disfunción primaria del injerto (DPI) [45,46]. La DPI se puede subdividir en 
dos grupos: “pobre función inicial del injerto”, que hace referencia a los hígados que logran 
mantener una función suficiente para evitar la muerte del paciente, y el “fallo primario del injerto 
(FPI), que engloba a los hígados que no logran mantener con vida al paciente a menos que éste sea 
retrasplantado.  
La lesión por I/R es la causa más común de FPI tras el trasplante [47,48]. El tratamiento de 
elección para el FPI es el retrasplante. El FPI es la segunda causa de retrasplante después de las 
complicaciones técnicas y el rechazo inmunológico, siendo responsable del 81% de los 
retrasplantes durante la primera semana después del trasplante hepático [17]. Aunque el 
retrasplante es factible si se obtiene otro hígado compatible, este hecho supone el 
desaprovechamiento de hígados para trasplante, acentuando aun más el problema de la falta de 
órganos. 
En el trasplante de hígados marginales, la lesión de I/R se agrava, aumentando los casos de 
malfunción primaria y retrasplante tras la intervención quirúrgica [20,49-54]. El desarrollo de 
estrategias encaminadas a minimizar los efectos adversos del proceso de I/R en el trasplante 
hepático podría por un lado aumentar los órganos disponibles para el trasplante al permitir la 
utilización de los hígados marginales y por otro aumentar el número de pacientes que se recuperen 
exitosamente tras un trasplante hepático, reduciendo el número de retrasplantes y evitando de ese 
modo el desaprovechamiento de órganos. 
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3. La lesión por isquemia-reperfusión hepática 
3.1 Introducción 
La lesión por isquemia-reperfusión (I/R) es un proceso complejo que se inicia cuando el hígado se 
ve privado temporalmente de flujo sanguíneo (isquemia hepática). Al restablecerse el flujo 
sanguíneo al hígado (reperfusión hepática) se agrava la lesión inducida por la isquemia (lesión por 
I/R). Esta lesión tisular tiene por tanto dos componentes fundamentales: la lesión por isquemia 
debido a la hipoxia, y la lesión por reperfusión provocada principalmente por la síntesis de diversos 
mediadores inflamatorios [55]. La lesión por I/R fue reconocida como un desorden patológico 
clínicamente relevante por Toledo-Pereyra et al. en 1975 realizando estudios en trasplante hepático 
experimental [56].  
En la práctica clínica tiene lugar la isquemia normotérmica y la isquemia fría, dependiendo de la 
temperatura a la cual está sometido el hígado cuando tiene lugar la isquemia hepática. Así pues, se 
habla de isquemia normotérmica si el hígado se mantiene a 37ºC durante el tiempo en el cual se ve 
privado del flujo sanguíneo. La lesión por I/R normotérmica es clínicamente relevante en cirugía 
hepática, trasplante hepático, shock hipovolémico, algunos tipos de daño tóxico hepático, 
enfermedad veno-oclusiva y síndrome de Budd-Chiari. Por otro lado, la isquemia fría hace 
referencia a la situación en la cual el hígado es sometido a una temperatura de 4ºC cuando se ve 
privado de forma temporal del aporte sanguíneo. La lesión por I/R fría ocurre durante la 
preservación del hígado antes del trasplante y se aplica intencionalmente para reducir la actividad 
metabólica del injerto mientras el órgano espera a ser implantado en el receptor. Existen muchas 
similitudes entre la patología y los mecanismos patogénicos de la lesión por isquemia 
normotérmica y fría, pero también hay diferencias en los tipos celulares implicados. En los años 
80s se demostró que la I/R fría específicamente causaba daño a las células endoteliales 
sinusoidales. La lesión en las células endoteliales favorece la adhesión leucocitaria y de plaquetas, 
lo cual induce fallos en la microcirculación hepática. En numerosos modelos experimentales se ha 
demostrado que el grado de lesión en las células endoteliales se correlaciona con la duración de la 
isquemia fría. A diferencia de lo que ocurre en condiciones de isquemia fría, la I/R normotérmica 
afecta a todos los tipos celulares hepáticos, tales como hepatocitos, células endoteliales, 
macrófagos, leucocitos adherentes y plaquetas [57].
3.2 Relevancia clínica de la lesión por I/R en el trasplante hepático  
El procedimiento estándar para el trasplante hepático se inicia con la extracción del hígado del 
donante. Antes de su extracción el hígado es perfundido con la solución de preservación UW, a una 
temperatura de 4ºC. En este momento comienza la fase de isquemia fría. A continuación el hígado 
es extraído del donante y colocado en solución de preservación a baja temperatura (2-4ºC), con la 
finalidad de ralentizar al máximo el metabolismo hepático hasta su posterior implante en el 
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los efectos adversos de la lesión por I/R podría aumentar el número de órganos disponibles para 
trasplante y el de pacientes que se recuperen exitosamente de un trasplante hepático. El primer paso 
para lograr este objetivo sería el completo entendimiento de los mecanismos implicados en la 
lesión por I/R [17,68]. 
3.3 Patofisiología de la lesión hepática por I/R 
Si bien, en la literatura, la lesión por I/R se ha dividido en dos fases, la lesión causada por la 
isquemia y la lesión debida a la reperfusión, la separación de los eventos celulares que ocurren en 
cada fase no es absoluta, ya que el daño celular en el órgano hipóxico se acentúa después de la 
restauración del aporte de oxígeno, lo que sugiere que los eventos que suceden en la reperfusión, 
son la consecuencia de aquellos que se inician durante la isquemia. Además se ha visto que la 
reperfusión de un hígado expuesto a un periodo de isquemia breve no induce ningún daño 
detectable, un hallazgo indicativo de que la reperfusión por sí sola no es perjudicial [68]. 
• Isquemia 
Durante la isquemia, se interrumpe el aporte de oxígeno al órgano y se detiene la cadena 
respiratoria mitocondrial, lo que comporta una depleción en los niveles de ATP.  La degradación de 
ATP estimula la glucólisis anaeróbica con la consiguiente formación de ácido láctico y fallo en la 
homeostasis celular que se caracteriza por la pérdida de gradiente de los iones de sodio y de calcio 
a través de las membranas celulares. Estos fenómenos inducen una alteración en la permeabilidad e 
integridad de la membrana citoplasmática y de los orgánulos citoplasmáticos, lo cual produce 
edema intracelular y alteraciones en las células de Kupffer y células endoteliales, pudiendo 
desencadenar en la muerte celular [68].
• Reperfusión 
La reperfusión (restablecimiento del flujo sanguíneo) del hígado previamente isquémico trae 
consigo dos procesos beneficiosos para el tejido isquémico, por una parte se restable el aporte de 
energía recuperando los niveles de ATP deplecionados durante la isquemia y por otra la 
eliminación de los metabolitos tóxicos formados durante la fase previa, que tienen repercusión a 
nivel sistémico y local. Desde este punto de vista, la reperfusión podría considerarse como un 
prerrequisito para la recuperación de la lesión isquémica. Se ha establecido que la lesión hepática 
causada por la reperfusión tiene lugar en dos etapas. La primera se iniciaría inmediatamente 
después de la reperfusión con una duración de entre 4 y 6 horas conocida como fase inicial o 
aguda, y después tendría lugar una segunda fase que se alargaría durante 2 ó 3 días, conocida como 
fase tardía o subaguda [69-72]. 
Tras la reperfusión se inicia toda una serie de fenómenos inflamatorios en los que están implicados 
múltiples mediadores de la inflamación, plaquetas, leucocitos y el endotelio vascular, los cuales al 
interaccionar derivan en la lesión por reperfusión. A título de ejemplo, entre los mediadores 
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inflamatorios descritos en la lesión por I/R hepática destacan los RLO, interferón beta (IFNβ), 
interferón gamma (IFNγ), factor de necrosis tumoral alfa y beta (TNF-α y TNF-β), factor 
estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), interleuquina 1 (IL-1), 
interleuquina 12 (IL-12), interleuquina 18 (IL-18), leucotrieno B4 (LTB4), ácido 12- 
hidroxieicosatratraenoico (12-HETE), y el factor activador de plaquetas (PAF). Además, también 
se ha demostrado la participación de interleuquinas con propiedades antiinflamatorias tales como 
interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 13 (IL-13), e interleuquina 10 (IL-10). Los mediadores 
inflamatorios son modulados a nivel transcripcional. Estudios sobre transducción de señales en I/R 
hepática han descrito un papel notorio para diferentes factores de transcripción como factor nuclear 
kappa B (NFκB), proteína activadora 1 (AP-1), receptor activador de la proliferación de 
peroxisomas alfa (PPARα), factor nuclear proteína de alta movilidad del grupo B1 (HMGB1), 
transductor de señal y activador de la transcripción 3 (STAT3), transductor de señal y activador de 
la transcripción 6 (STAT6), factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1), y factor de transcripción de 
choque térmico (HSF). La lesión por reperfusión también implica a las quinasas intracelulares que 
activan factores de transcripción, como proteínas quinasa activadas por estrés (SAPK), quinasa c-
Jun N-terminal (JNK) o proteína quinasa activada por mitógeno p38 (p38 MAPK) [68].
La acumulación de neutrófilos está regulada por la participación tanto de citoquinas, factores del 
complemento, moléculas de adhesión y quimioquinas  que permiten el reclutamiento, adhesión y 
transmigración de neutrófilos. Algunas moléculas de adhesión celular conocidas por su papel en 
I/R hepática comprenden E-selectina, P-selectina, L-selectina, integrinas β1, integrinas β2, 
molécula de adhesión intercellular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesión celular vascular 1 (VCAM-
1). De la misma manera, se ha sugerido la participación de quimioquinas, entre las que se han 
mencionado la interleuquina 8 (IL-8) y sus homólogos, el quimioatrayente de neutrófilos inducido 
por citoquinas 1  (CINC), la proteína activadora de neutrófilos derivada del epitelio 78 (ENA-78), 
la proteína inflamatoria de macrófagos (MIP) 1 y 2, la quimioquina derivada de queratinocitos y la 
proteína quimiotáctica de monocitos (MCP) 1, 2, y 3 [68].
Por último, la disfunción microcirculatoria resulta de una serie de eventos que involucra la 
interacción de células intravasculares (por ejemplo neutrófilos) con células no parenquimales, 
(como las células endoteliales y las células de Kupffer) y que es mediada por la síntesis y 
liberación de moléculas de adhesión, citoquinas, factores del complemento, RLO, NO y endotelinas 
(ET) [68].
Lo anteriormente expuesto evidencia la multitud de mediadores y factores implicados en la lesión 
por I/R hepática. En la Figura 8 se indican algunos de los mecanismos involucrados. Además, las 
interrelaciones entre las vías de señalización participantes son muy complejas y aún no es posible 
hablar con total certeza de los eventos que suceden desde que se inicia la reperfusión hasta que 
tiene lugar el malfuncionamiento o FPI hepático, pues las diversas investigaciones que abordan el 
tema no han logrado converger en sus resultados, tal vez en parte por la gran diversidad de modelos 
y diseños experimentales con los que se trabaja.  
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reperfusión. Finalmente, la teoría de la necroapoptosis postula que un proceso puede empezar con una señal 
común de muerte celular y culminar en muerte celular necrótica o en apoptosis, dependiendo de los niveles 
energéticos celulares.
• Radicales libres de oxígeno 
Los radicales libres se definen como moléculas, átomos, o iones que contienen uno o más 
electrones desapareados en su estructura. Por ello son sustancias inestables y poseen una gran 
capacidad reactiva. Pueden captar o ceder electrones muy fácilmente, generando reacciones en 
cadena hasta dar lugar a compuestos más estables. La reacción de un radical libre con un no-radical 
puede generar un radical libre diferente que puede ser más o menos reactivo que el original. Como 
consecuencia, las reacciones producidas por los radicales libres provocan reacciones en cadena que 
pueden extender el daño considerablemente. Los radicales libres que contienen oxígeno se 
denominan radicales libres de oxígeno (RLO). Entre los RLO destacan: radical superóxido (O2-.), el 
peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (OH·) y el peroxinitrito (OONO-). El H2O2 no es 
estrictamente un RLO ya que no tiene un electrón libre, pero se considera junto con los RLO por su 
capacidad de formar radicales hidroxilo. 
Los RLO pueden producir lesión a través de la modificación o daño a nucleótidos, carbohidratos o 
lípidos, pero parece que los efectos más nocivos se producen a través de su acción sobre las 
membranas celulares ya sea, a nivel de enzimas, receptores de membrana, mecanismos de 
transporte o modificando las propiedades de lípidos o proteínas de dichas membranas. También 
pueden desencadenar los procesos de peroxidación lipídica de los ácidos grasos poliinsaturados, 
afectando directamente las propiedades físicas de la membrana y provocando una depleción de 
estos ácidos grasos esenciales [73,74]. 
El estrés oxidativo que acompaña a la lesión por I/R hepática es la consecuencia de un 
desequilibrio entre sustancias pro-oxidantes y anti-oxidantes. Entre los mecanismos que generan 
sustancias pro-oxidantes destacan la generación mitocondrial, la generación por parte de los 
fagocitos y la del sistema xantina deshidrogenasa/xantina oxidasa (XDH/XOD). En cuanto a los 
sistemas antioxidantes se destaca la superóxido dismutasa (SOD) y el glutatión (GSH) como 
sistemas enzimáticos y no-enzimáticos respectivamente. En la lesión por I/R se ven afectados los 
sistemas antioxidantes que podrían eliminar los RLO. En este sentido la I/R provoca una 
disminución de los niveles de SOD y GSH, cosa que agrava aún más los efectos nocivos de los 
RLO. 
Estudios realizados con inhibidores del sistema xantina/xantina Oxidasa (X/XOD) tales como el 
alopurinol, apuntaban a este sistema como el principal generador de RLO en hepatocitos 
implicándolo además en el daño pulmonar asociado al trasplante hepático. Por otro lado, otros 
resultados obtenidos en modelos experimentales de hígado perfundido aislado e isquemia 
normotérmica han puesto en tela de juicio la importancia del sistema X/XOD, e indican que la 
mitocondria podría ser la fuente principal de RLO. Sin embargo, algunos datos ponen en duda la 
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relevancia patofisiológica del estrés oxidativo intracelular (RLO generados por el sistema X/XOD 
o por las mitocondrias) durante la reperfusión. Datos obtenidos en un modelo murino de I/R 
normotérmica in vivo, constatan que la mitocondria no parece participar activamente en el estrés 
oxidativo inducido por la reperfusión. Además, otros estudios han demostrado que un aumento en 
el estrés oxidativo después de 30 y 60 minutos de isquemia fue atenuado a través de la inactivación 
de las células de Kupffer, pero no por una dosis alta de alopurinol. En la misma línea, otras 
investigaciones señalan que son los neutrófilos, o las células de Kupffer las principales fuentes 
generadoras de RLO. Sin embargo esta última hipótesis también se ha sometido a la controversia. 
De hecho, la eliminación de las células de Kupffer en el trasplante hepático no modificó los efectos 
nocivos de la I/R  y los neutrófilos activados no son esenciales en el daño por reoxigenación [17]. 
La variedad de resultados respecto a los mecanismos de generación de RLO en la I/R hepática es 
clara. Con el objeto de clarificar la importancia del sistema X/XOD frente a la mitocondria, debe 
tomarse en cuenta las diferencias existentes en los modelos experimentales evaluados, incluyendo 
los tiempos de isquemia. De esta manera, el sistema X/XOD desempeña un papel crucial en el daño 
hepático por I/R solamente en condiciones en las cuales ocurre una formación importante de XOD, 
como por ejemplo a las 16 horas de isquemia fría. Sin embargo, este sistema de generación de RLO 
no parece ser crucial a periodos isquémicos más cortos tales como 6 horas de isquemia fría. Hay 
que tener en cuenta además, que incluso después de periodos prolongados de isquemia, en los 
cuales existe una relevante formación de XOD, esta enzima puede estar desempeñando un papel 
minoritario comparado con la mitocondria [17].
Por otro lado, también deben considerarse los fármacos usados para inhibir el sistema X/XOD, ya 
que, el alopurinol por ejemplo, parece tener más de un mecanismo de acción. El alopurinol no es 
solamente un inhibidor potente de la XOD, sino que también parece mejorar la disfunción 
mitocondrial inducida por la isquemia. De la misma manera, es de importancia señalar que la 
implicación de los hepatocitos y/o de las células de Kupffer como fuentes productoras de RLO 
depende del periodo de isquemia y de la temperatura (4ºC y a 37ºC) a la cual se somete el hígado 
durante la isquemia, lo cual probablemente conduce a diferentes mecanismos de lesión en la I/R 
[17]. 
• Óxido nítrico 
El óxido nítrico (NO), es una molécula gaseosa que actúa como mensajero intra y extracelular, 
producida por una familia de enzimas llamadas NO-sintasas (NOS) que convierten la L-Arginina, 
en presencia de oxígeno, en L-citrulina. Se han caracterizados dos isformas del enzima: la forma 
constitutiva, dependiente de calciocalmodulina, y la forma inducible por citoquinas que es 
independiente del calcio. De la NOS constitutiva se han descrito dos tipos, una típicamente 
endotelial (eNOS) y la otra forma típicamente de origen neuronal (nNOS). De la forma inducible 
(iNOS), en cambio, sólo se ha encontrado una forma. Los tres tipos de NOS se expresan en el 
hígado, aunque parece que la nNOS no juega un papel relevante [75]. 
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La eNOS se expresa de forma constitutiva en las células endoteliales arteriales y venosas del 
hígado, actuando como regulador del flujo sanguíneo. Aunque su expresión es constitutiva, y su 
actividad es dependiente de los niveles intracelulares de calcio, también se induce en respuesta a 
estímulos extracelulares como son la adenosina o la bradiquinina [76]. Por el contrario, la 
producción de NO derivado de la iNOS se determina a nivel transcripcional. Los estímulos 
principales para esta transcripción son las citoquinas inflamatorias, como son el TNF-, la IL-1 o 
los lipopolisacárido (LPS) [77,78]. Se ha encontrado producción de NO derivado de iNOS en 
prácticamente todas las células hepáticas, incluidas las células de Kupffer, los hepatocitos o las 
células endoteliales cuando se ven sometidas a diferentes estímulos. 
En la lesión por I/R es difícil establecer una distinción entre mediadores que ejercen efectos 
beneficiosos o perjudiciales. El NO ejerce un efecto beneficioso frente al daño por I/R en diferentes 
órganos, tejidos y células, mientras que otros estudios no destacan efecto alguno del NO, e incluso 
señalan una acción perjudicial de este mediador vasoactivo en el daño por I/R hepática. Estos 
efectos diferenciales del NO se pueden explicar por las diferencias en las enzimas productoras de 
NO, en los modelos experimentales de I/R hepática utilizados y en la dosis y el tiempo en que se 
administran los diferentes moduladores farmacológicos de NO [17].
En este contexto, algunos estudios sugieren que aunque la producción de eNOS tendría efectos 
beneficiosos en I/R hepática, la producción de iNOS, podría contribuir al daño hepático. El NO 
derivado de la isoforma eNOS, puede disminuir los desórdenes de la microcirculación durante las 
primeras horas de reperfusión. En contraste, el NO derivado de la iNOS no puede ser generado 
hasta varias horas después de la reperfusión debido a que esta isoforma requiere inducción 
transcripcional. El exceso en la producción de NO derivada de la iNOS puede ser perjudicial 
porque puede reaccionar con los RLO produciendo OONO- una molécula altamente oxidativa que 
puede conducir a peroxidación de los lípidos de membrana, daño hepático y muerte celular. 
Además, hay estudios que proponen que él NO derivado de la iNOS induce la liberación de 
citocromo c y de caspasas favoreciendo los procesos pro-apoptóticos. Sin embargo, también existen 
controversias en relación al papel del NO derivado de la iNOS ya que otros investigadores han 
sugerido que él NO derivado de la iNOS es beneficioso porque induce la expresión de la proteína 
anti-apoptótica Bcl-2 e inactiva caspasas [17]. 
Además, para entender los diferentes resultados en relación al papel del NO en la lesión por I/R 
hepática, es importante clarificar si la fuente de NO es endógena o exógena. En este sentido, 
mientras que se ha demostrado que el NO endógeno puede reducir la acumulación de neutrófilos, la 
suplementación exógena de NO no modificó este parámetro pero se asoció con una inhibición en la 
producción de ET [17]. 
• Acumulación de neutrófilos 
La activación de neutrófilos está implicada en la disfunción microvascular y el daño parenquimal 
asociado a la I/R hepática. Actualmente, se desconoce cómo se acumulan los neutrófilos en el 
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hígado. La teoría clásica propone que el aumento en la expresión de moléculas de adhesión, tales 
como ICAM-1 y P-selectina son primordiales para la acumulación de neutrófilos y el consiguiente 
daño hepático asociado a la I/R. Oponiéndose a esta teoría, también hay resultados que demuestran 
que la acumulación de neutrófilos observada en el hígado después de la I/R no depende de la sobre-
expresión de ICAM-1 o P-selectina [17,79]. 
Para explicar si la acumulación de neutrófilos depende o no de las moléculas de adhesión, hay que 
tener en cuenta la teoría propuesta por Jaeschke. Esta teoría propone que aunque la P-selectina y el 
ICAM-1 parecen ser relevantes en la adherencia de los neutrófilos en las vénulas postsinusoidales; 
la acumulación de neutrófilos en los sinusoides no depende de integrinas B2, de ICAM-1, ni de 
selectinas. En estos sinusoides, los neutrófilos se acumulan gracias a factores mecánicos como la 
vasoconstricción, el daño y el edema de las células que forman la pared vascular, y una reducida 
flexibilidad de la membrana del neutrófilo sin la necesidad de un aumento en la expresión en las 
moléculas de adhesión [17,79].
En la etapa de reperfusión, si el daño vascular es considerable, se elimina la barrera de células 
endoteliales y los neutrófilos tienen entonces acceso directo a los hepatocitos. Sin embargo, si las 
células endoteliales están dañadas pero aún están presentes, puede requerirse entonces la 
transmigración. En estas condiciones, terapias anti-ICAM pueden reducir pero no previenen la 
lesión por I/R. Respecto al papel de la P-selectina, las células endoteliales no contienen cuerpos de 
Weibel Palade ni tampoco sobrerregulan transcripcionalmente niveles importantes de P-selectina. 
Por otra parte, durante la I/R, un cierto número de intervenciones dirigidas contra las selectinas 
reducen la acumulación hepática de neutrófilos y el daño celular. La causa de estos hallazgos no 
puede ser debido a una reducción del “rolling” dependiente de P-selectina en los sinusoides. Y para 
explicarlo, se ha sugerido que la mayoría de los modelos de I/R hepática incluyen algún grado de 
isquemia intestinal, la cual conduce a la acumulación de neutrófilos en órganos remotos incluyendo 
al hígado. Así, pues el bajo número de neutrófilos en el hígado tras el bloqueo farmacológico de las 
selectinas puede ser un efecto secundario debido a la protección que ejerce la terapia anti-selectina 
en el daño intestinal por reperfusión [17,79]. 
• Citoquinas 
Las citoquinas son un grupo de proteínas no estructurales reguladas a nivel transcripcional y 
producidas por una amplia variedad de células en respuesta a diferentes estímulos, que promueven 
y regulan la respuesta inflamatoria e inmunitaria. Actúan sobre diferentes tipos celulares, y a 
menudo, tienen efectos diferentes sobre la misma célula diana. Inician su acción al unirse a 
receptores específicos de la membrana de la célula diana. La célula diana sobre la que actúan puede 
ser la misma célula que secreta la citoquina (acción autocrina), una célula próxima (acción 
paracrina) o bien una célula distante a la que llega a través de la circulación (acción endocrina). La 
expresión de los receptores de las citoquinas está regulada por citoquinas, que permiten la 
amplificación positiva o retroalimentación negativa. 
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En un proceso de I/R hepática se encuentran implicadas numerosas citoquinas que modulan la 
respuesta inflamatoria. Entre estas citoquinas se encuentran la IL-10, que es una citoquina anti-
inflamatoria producida por linfocitos y macrófagos, que modula la respuesta de otras citoquinas y 
quimoquinas en diversos modelos de inflamación. Se sabe que la IL-10 suprime la activación de los 
macrófagos, mediante la inhibición de la síntesis de citoquinas proinflamatorias y de la generación 
de RLO, durante la fase aguda de la inflamación. En diferentes modelos de I/R hepática se ha 
observado que existe liberación de IL-10, y se piensa que ésta puede tener un papel esencial en la 
supervivencia de los animales [80,81]. La administración de IL-10 reduce la lesión hepática de I/R 
asociada al trasplante [82]. 
Otra citoquina implicada en la I/R hepática es la IL-6. Algunos autores han observado que el daño 
por reperfusión disminuye al administrar IL-6 recombinante o se agrava en ratones deficientes en 
IL-6 [83,84]. Su liberación está asociada con el inicio de la respuesta regenerativa del hígado [85]. 
Por otro lado, la IL-6 puede tener efectos anti-inflamatorios regulando el mRNA de TNF- durante 
la reperfusión [83].  
Las citoquinas que también tienen un papel relevante en la lesión local asociada a la I/R hepática 
son el TNF- y la IL-1, ambas con potentes acciones pro-inflamatorias. Ambas inducen la síntesis 
de quemoquinas como la IL-8 y regulan la expresión de moléculas de adhesión, favoreciendo la 
acumulación de neutrófilos. Además se ha observado en diferentes modelos de I/R que ambas 
citoquinas están implicadas en la producción de RLO; y que el TNF- bajo determinadas 
circunstancias puede inducir directamente la muerte de los hepatocitos por apoptosis [86-88]. Por 
otra parte, hay que tener en cuenta que en la I/R hepática, el TNF es protector o perjudicial 
dependiendo del tipo celular y de las condiciones experimentales o patológicas. Por ejemplo, se ha 
constatado el papel clave del TNF en procesos de regeneración hepática, inherente en resecciones 
hepáticas y en el trasplante hepático con injertos de tamaño reducido (trasplante pediátrico y de 
donante vivo). 
• NFB 
Los efectos diferenciales en los mediadores inflamatorios, explicados hasta el momento, se pueden 
extrapolar también a los factores de transcripción implicados en la lesión por I/R hepática. A título 
de ejemplo, el NFκB puede regular diferentes vías de señalización y por ello tiene el potencial de 
ser tanto pro- como anti-apoptótico. Actualmente no está claro si en la I/R hepática, los efectos 
beneficiosos del NFκB frente a la apoptosis prevalecen o no frente a su papel perjudicial en la 
inflamación. La inhibición del NFκB en I/R hepática reduce la acumulación de neutrófilos y el 
daño hepatocelular. Estos datos sugieren la implicación del NFκB en la respuesta inflamatoria 
asociada a la I/R hepática. Sin embargo, otros resultados evidencian que la activación de NFκB es 
primordial en la regeneración hepática, reduce la apoptosis y el daño por I/R asociado al trasplante 
hepático [17]. 
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• MAPKs
Las MAPKs que incluyen la proteína quinasa regulada por señales extracelulares 1/2 (ERK 1/2), la 
p38 MAPK y la JNK, convierten estímulos extracelulares en señales intracelulares [89].
En el contexto de la lesión hepática por I/R, numerosos estudios apuntan que la activación de p38 
MAPK y JNK induce apoptosis y necrosis [89-95]. Sin embargo, otras investigaciones indican que 
la activación de las MAPKs aumenta la tolerancia de los hepatocitos y las células endoteliales 
frente al insulto isquémico [96-99]. Por otro lado, aunque la activación de la ERK 1/2 se asocia a 
proliferación celular, también existen estudios que indican su implicación en el daño hepático por 
I/R [100,101]. Estas diferencias en el papel de las MAPKs en la lesión por I/R hepática dependen 
de las condiciones experimentales de estudio y de las isoformas de MAPKs que se activan tras la 
I/R ya que pueden tener efectos totalmente opuestos [98].
• Muerte celular 
Además de los diferentes resultados encontrados en la literatura sobre el papel de los mediadores 
inflamatorios implicados en la lesión por I/R y sus mecanismos de acción, también existen 
controversias en el tipo de muerte celular asociada a la I/R hepática. Algunos investigadores han 
evidenciado que la mayor parte del daño parenquimal es causada por alteraciones necróticas 
masivas. En contraste, otros autores han demostrado que la inhibición específica de la apoptosis 
previene el daño parenquimal y aumenta la supervivencia tras periodos prolongados de isquemia. 
Si bien durante mucho tiempo se ha asumido que la muerte celular necrótica y apoptótica son 
procesos diferentes, esta suposición puede no ser válida actualmente [17,79]. A continuación se 
resume brevemente la información básica acerca de las vías de señalización de muerte celular en 
los hepatocitos, con el propósito de entender la vía común que conduce tanto a necrosis como a 
apoptosis. 
La apoptosis ocurre a través de dos vías principales. La primera, referida como vía intrínseca 
(mitocondrial), es activada por una variedad de factores de estrés como por ejemplo, daño al DNA, 
activación de p53, deprivación de factores de crecimiento, o desórdenes metabólicos. La segunda, 
es la vía extrínseca que se activa a través de receptores de muerte celular (Figura 9). Es bien 
conocido que uno de los más importantes reguladores de la vía intrínseca es la familia de proteínas 
Bcl-2. La familia Bcl-2 incluye miembros pro-apoptóticos tales como Bax, Bak, Bad, Bid y 
miembros anti-apoptóticos como Bcl-2, Bcl-Xl y Bcl-W. Tras la señal de muerte celular, las 
proteínas pro-apoptóticas sufren modificaciones post-translacionales que derivan en su activación y 
traslocación a la mitocondria. Entonces, la membrana mitocondrial exterior se vuelve permeable, 
conduciendo a la liberación de Citocromo C, el cual promueve la activación de la Caspasa 9, que a 
su vez activa a la caspasa 3, desencadenando finalmente la apoptosis [17,79].
En la vía extrínseca, una variedad de mediadores incluyendo TNF-, ligando Fas, y el ligando 
inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) se unen a su respectivos receptores de muerte 
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Se pueden considerar otros mecanismos de liberación del Citocromo C. En algunos modelos 
experimentales, la interacción de tBid con Bax o Bak, forma canales en la membrana mitocondrial 
exterior liberando citocromo c y otras proteínas. Siempre que el ATP se encuentre disponible a 
partir de la glicólisis y haya mitocondrias aun intactas, el citocromo c activa caspasas y otras 
enzimas ejecutoras de apoptosis. Si el daño en las mitocondrias y la depleción de ATP es 
considerable, se bloquea la activación de las caspasas y culmina con la ruptura de la membrana 
plasmática y el inicio de la muerte celular por necrosis (Figura 9).  Así pues, el término 
“Necrapoptosis” se utiliza para describir un proceso que empieza con una señal de muerte celular 
común y el cual culmina ya sea en lisis celular (muerte celular necrótica) o en reabsorción celular 
programada (apoptosis), dependiendo de factores tales como la disminución de los niveles celulares 
de ATP [17,79]. 
4. El hígado esteatósico 
4.1 Definición y prevalencia 
Un hígado normal (sin esteatosis), posee aproximadamente un contenido de grasa de un 5% de su 
peso total, siendo los fosfolípidos las grasas más abundantes, y en menor medida triglicéridos y 
colesterol no esterificado. La acumulación de grasa es considerada patológica cuando el contenido 
de grasa hepática, consistente principalmente en triglicéridos, excede el 5% del peso del hígado. En 
un hígado esteatósico la grasa se acumula en el citoplasma de los hepatocitos y en el de las células 
endoteliales de los sinusoides hepáticos. Así pues, la esteatosis hepática se puede caracterizar 
cuantitativamente y cualitativamente [102]. La evaluación cuantitativa se basa en el porcentaje de  
hepatocitos que muestran vacuolas lipídicas en su citoplasma. Normalmente se clasifica como leve 
cuando menos de un 30% de los hepatocitos contienen grasa, moderada si contienen grasa entre un 
30% y un 60% de los hepatocitos, y severa si contienen vacuolas lipídicas más de un 60% de los 
hepatocitos. La evaluación cualitativa divide la esteatosis en dos tipos: macrovesicular, cuando los 
hepatocitos contienen una única vacuola de gran tamaño que suele desplazar el núcleo del 
hepatocito hacia la periferia, y microvesicular, si el hepatocito contiene múltiples vacuolas 
pequeñas de grasa en el citoplasma. Las circunstancias más habituales asociadas a esteatosis 
hepática son la obesidad, la diabetes tipo II, la ingesta de alcohol, la alimentación parenteral, 
enfermedades metabolicas y ciertos tipos de hepatitis infecciosas [103]. La esteatosis hepática es la 
enfermedad crónica del hígado más común en el mundo y afecta a todos los grupos raciales, étnicos 
y de edad. Varios estudios han reportado una prevalencia del 10% al 20% de esteatosis en la 
población delgada, 60% a 74% entre la población obesa y más de 90% en los obesos mórbidos. 
Aproximadamente 3% de los niños delgados están afectados y la prevalencia se incrementa hasta 
un 53% entre los niños obesos. Se espera que la prevalencia de esteatosis hepática en la población, 
se incremente dramáticamente en un futuro cercano debido al aumento de la obesidad entre la 
población de los países occidentales [102]. 
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4.2 Implicación de la esteatosis hepática en la cirugía hepática 
El hígado esteatósico supone un riesgo añadido en la cirugía hepática ya que estos hígados toleran 
peor que los no esteatósicos la lesión por I/R. La esteatosis hepática es un hallazgo histológico 
común en biopsias de hígado humano, y se estima que más del 20% de los pacientes programados 
para resección hepática presentan algún grado de esteatosis [102]. La esteatosis hepática en las 
resecciones está asociada a deficientes resultados post-operatorios, caracterizados por una 
vulnerabilidad a la lesión por I/R y a un fallo en la regeneración hepática [104,105].    
En posibles donantes de hígado, la prevalencia de esteatosis hepática es del 26% [49]. La presencia 
de esteatosis moderada aumenta la incidencia de fallo primario y disminuye la supervivencia del 
paciente después de un trasplante hepático [102]. Sin embargo, en muchos casos es necesario 
recurrir a estos injertos debido a que el aumento en la demanda de órganos para trasplante no puede 
cubrirse con hígados en estado óptimo para ser trasplantados. Además, la esteatosis hepática agrava 
el problema de la falta de órganos ya que se sabe que entre todos los hígados que no son aptos para 
trasplante por sus condiciones patológicas, más del 50% son hígados esteatósicos, de ahí que la 
esteatosis sea la causa del mayor número de órganos no aptos para trasplante, acentuando así la 
problemática del banco de órganos [49,68]. Debido al aumento de la obesidad en la población, se 
espera por tanto que la prevalencia de esteatosis aumente igualmente y por lo tanto en la cirugía 
hepática, haciendo evidente una vez más la necesidad de desarrollar estrategias protectivas para 
minimizar los efectos adversos de la lesión por I/R en los hígados esteatósicos. Esto disminuiría por 
lo tanto el riesgo de disfunción o fallo primario tras la cirugía hepática y se aumentaría el número 
de injertos disponibles para ser trasplantados. Para lograrlo, es imprescindible el estudio de los 
mecanismos que conducen a la mayor susceptibilidad de un hígado esteatósico ante la lesión por 
I/R.  
4.3 Lesión por I/R en el hígado esteatósico 
Como se ha mencionado anteriormente, los hígados esteatósicos toleran peor que los no 
esteatósicos la lesión por I/R [17,49,79,103]. Sin embargo, las causas de la mayor susceptibilidad 
de los hígados esteatósicos frente a la lesión por I/R no están totalmente definidas. La literatura 
recoge como posibles causas los eventos que se describen a continuación. 
• Alteraciones en la microcirculación 
Las alteraciones en la microcirculación se han propuesto como un factor importante en la tolerancia 
reducida de los hígados grasos a la lesión por I/R. La acumulación de grasa en el citoplasma de los 
hepatocitos está asociada con un aumento en el volumen celular, que puede resultar en una 
obstrucción parcial o total del espacio sinusoidal hepático, causando un aumento en la resistencia 
intraportal hepática y una disminución del flujo sanguíneo que reciben los hepatocitos con 
infiltración grasa [106]. En humanos y modelos animales se ha demostrado que en el hígado graso 
se produce una disminución de aproximadamente el 50% del flujo sanguíneo sinusoidal, respecto a 
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los hígados normales lo que podría inducir un estado de hipoxia crónica [107-112]. Esta 
disminución en el flujo sanguíneo se debe al aumento de tamaño de los hepatocitos debido a la 
presencia de vacuolas lipídicas en su citoplasma y a un estrechamiento de la luz sinusoidal que 
conlleva una inadecuada perfusión con las soluciones de preservación durante la extracción del 
hígado. La luz sinusoidal se ve además afectada por la liberación de glóbulos de grasa (susceptibles 
de sufrir peroxidación) durante la preservación del injerto y por pequeños trombos de fibrina y 
elementos celulares que están en la sangre después de la reperfusión [109-112]. Estas alteraciones 
en la microcirculación podrían amplificar los efectos negativos producidos por la I/R; de esta 
forma, el edema celular y la adherencia de leucocitos que ocurre durante una I/R en combinación 
con la reducción del espacio sinusoidal pueden contribuir a causar una lesión hepática grave. 
• Peroxidación lipídica 
Estudios realizados en ratas Zucker sometidas a isquemia normotérmica indican que los hígados 
esteatósicos presentan menos tolerancia frente al estrés oxidativo con respecto a los hígados no 
esteatósicos [113]. En diferentes modelos de hígado graso sometidos a isquemia normotérmica o a 
trasplante hepático se muestra que la mayor susceptibilidad de los hígados esteatósicos frente a la 
lesión por I/R puede deberse a la elevada sensibilidad de este tipo de hígado a los RLO [113-118]. 
Durante la reperfusión la generación mitocondrial de RLO aumenta considerablemente, esto 
conduce a que las estructuras mitocondriales se vean expuestas al ataque de los RLO generados 
tanto fuera como dentro de estos orgánulos, conduciendo eventualmente a la disfunción 
mitocondrial y al fallo en la síntesis de ATP [118-120]. Es bien conocido que los hígados 
esteatósicos sintetizan menos ATP tras la reperfusión [118]. Además, diversos estudios muestran 
que durante la reperfusión se produce un aumento en la peroxidación lipídica en los hígados 
esteatósicos, con respecto a los hígados no esteatósicos. La causa de este aumento en la 
peroxidación lipídica podría ser debido a que en los hígados esteatósicos hay una mayor cantidad 
de substrato fácilmente oxidable [121]. En condiciones basales, los sistemas antioxidantes del 
hígado son suficientes para contrarrestar la peroxidación lipídica que se produce en el hígado. Sin 
embargo, en hígados esteatósicos sometidos a I/R, la peroxidación de lípidos se ve muy 
incrementada y los sistemas antioxidantes del hígado se ven sobresaturados. La disminución de 
fosfolípidos como consecuencia de la peroxidación lipídica conduce a la alteración de la membrana 
plasmática [122]. Además los productos de la peroxidación lipídica, como por ejemplo el 
malondialdehído, podrían actuar como atrayentes de neutrófilos e inducir necrosis celular 
[123,124]. 
Diversos trabajos se han enfocado en minimizar el estrés oxidativo al que son sometidos los 
hígados esteatósicos [114,116,117]. Algunos de estos estudios en ratas Zucker obesas, modelo bien 
caracterizado de obesidad inducida por dieta, indican que la administración de tocoferol, que tiene 
propiedades antioxidantes, aumenta la tolerancia del hígado esteatósico a la isquemia caliente. Por 
otro lado, estudios experimentales en hígados esteatósicos inducidos mediante dieta deficiente en 
colina-metionina, mostraron que la administración de precursores de GSH, como la N-
acetilcisteína, pueden ayudar a restaurar la integridad hepatocitaria en los hígados esteatósicos pero 
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sin bloquear los RLO. Además, en hígados esteatósicos inducidos por una dieta rica en grasa o por 
exposición al alcohol, se producen RLO insensibles a la SOD y catalasa y que están implicados en 
la vulnerabilidad de este tipo de hígados a la lesión por I/R [114,116-118]. 
Las dificultades encontradas en las terapias basadas en el tratamiento con antioxidantes para 
reducir los efectos nocivos de los RLO en hígados esteatósicos también han sido evidenciadas 
cuando se utilizan donadores de NO [124, 125]. La administración de NO exógeno en un modelo 
experimental de trasplante hepático protegió el injerto no esteatósico mientras que en el injerto 
esteatósico el tratamiento con NO exógeno tuvo efectos negativos sobre la lesión hepática y estos 
pueden ser explicados por la formación de OONO- debido a la mayor presencia de RLO en los 
hígados esteatósicos [125]. 
• Acumulación de neutrófilos   
La presencia de infiltración grasa en el hígado produce alteraciones en la fluidez de las membranas 
debido a la menor presencia de colesterol y de ácidos grasos poliinsaturados en las mismas [126]. 
La alteración en las membranas del endotelio sinusoidal de los hígados grasos, junto con el mayor 
deterioro que sufren las células endoteliales tras la isquemia fría en este tipo de hígado, podría 
derivar en un aumento en la adhesión y activación de los neutrófilos en la reperfusión, y por tanto a 
un aumento de la infiltración de neutrófilos en el tejido hepático [126-128]. 
Se ha reportado la implicación de los neutrófilos en la mayor vulnerabilidad de los hígados grasos 
frente a la lesión por I/R hepática especialmente en hígados grasos inducidos por alcohol; sin 
embargo, en otros modelos de esteatosis hepática los neutrófilos no parecen ser los responsables de 
la menor tolerancia que presentan los hígados grasos a la I/R [113,128-130]. En este sentido, se 
observó la misma acumulación de neutrófilos en hígados esteatósicos y sin infiltración grasa en 
ratas Zucker sometidas a I/R hepática normotérmica. Esto se confirmó también en otros modelos de 
esteatosis hepática tales como el inducido por la ingesta de una dieta rica en colesterol [131,132]. 
En un modelo experimental de trasplante hepático en ratas Zucker se ha demostrado que el bloqueo 
de integrinas y selectinas, moléculas implicadas en la adhesión de los neutrófilos al endotelio 
sinusoidal, redujo la lesión hepática y aumentó la supervivencia de las ratas tras el trasplante 
hepático [133-135]. 
• Activación de las células de Kupffer 
En los hígados grasos, se ha demostrado un aumento en el número y en la actividad fagocítica de 
las células de Kupffer, lo cual puede contribuir a aumentar la lesión por I/R en ese tipo de hígado 
[109]. Las células de Kupffer producen sustancias capaces de modular el flujo sanguíneo sinusoidal 
y son una fuente muy importante de RLO y citoquinas proinflamatorias como el TNF- y el IL-1 
durante la etapa de reperfusión. Se ha demostrado la implicación de las células de Kupffer en la  
lesión por I/R asociada al trasplante hepático, ya que la administración de cloruro de gadolinio, un 
inhibidor de la activación de las células de Kupffer, produjo un descenso en los parámetros de 
lesión hepática y aumentó en la producción de bilis y la supervivencia tras el trasplante [136].  
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• Metabolismo energético 
Diversos estudios muestran que tras varias horas de isquemia normotérmica o fría los hígados 
esteatósicos presentan una depleción de los niveles de ATP mayor que la sufrida por los hígados no 
esteatósicos [137,138]. Por el contrario, en otros estudios llevados a cabo en un modelo de 
isquemia hepática normotérmica se observaron niveles semejantes de ATP en ambos tipos de 
hígados durante la isquemia. Por otro lado, se observó que tras la reperfusión, los hígados 
esteatósicos presentaban una recuperación del metabolismo energético más lenta [51]. Según estos 
datos, la esteatosis no afecta directamente al metabolismo energético de los hepatocitos durante la 
isquemia, pero reduce la capacidad de las mitocondrias de generar ATP al iniciarse la reperfusión 
tanto en la isquemia normotérmica como en la isquemia fría [127,137,139-145]. Diversos autores 
postulan que la presencia de grasa en el hepatocito produce diversas alteraciones en las 
mitocondrias que se hacen mucho más evidentes tras un proceso de I/R y que dan lugar a la 
sobreproducción de RLO y a un significante deterioro del metabolismo energético tras el trasplante, 
siendo ambos factores responsables de la poca tolerancia que presentan los hígados esteatósicos a 
la lesión por I/R [127,137,141,146,147].
• Mecanismo de muerte celular 
Una característica clave del daño isquémico en el hígado no esteatósico es la apoptosis, una forma 
activa de muerte celular que requiere energía y no está asociada a inflamación. El porcentaje de 
hepatocitos apoptóticos después de la I/R se correlaciona con el daño hepático y con la 
supervivencia de los animales de experimentación [49,114,138,148,149]. Además, varias 
estrategias antiapoptóticas han demostrado ser altamente protectoras frente el daño isquémico en 
hígados no esteatósicos [114]. Por otro lado, se ha demostrado que los hígados esteatósicos 
presentan alteraciones en la vía de señalización que conduce a apoptosis. Estudios realizados en  
ratas de la cepa Zucker han señalado que los hígados esteatósicos sometidos a I/R normotérmica 
presentan un grado reducido y un retraso en el desarrollo de la apoptosis en comparación con 
hígados no esteatósicos en las mismas condiciones. En cambio, se produce una necrosis masiva en 
los hígados esteatósicos, y un mínimo de necrosis en los hígados no esteatósicos. En la necrosis se 
produce rotura inespecífica de los orgánulos celulares y de la membrana citoplasmática y conlleva 
la liberación del contenido citoplasmático que contribuye a agravar la lesión inflamatoria hepática 
[49,104,150]. En consonancia con lo anterior, estrategias terapéuticas basadas en la inhibición de la 
apoptosis, que reducen el daño isquémico en hígados no esteatósicos, no son capaces de proteger 
en presencia de esteatosis [17,79,114]. El hecho de que se produzca uno u otro tipo de muerte 
celular podría estar asociado, entre otros factores, con la disponibilidad de ATP de la célula, ya que 
la apoptosis es un proceso dependiente de ATP. El deterioro del metabolismo energético que 
presentan los hígados grasos tras la I/R hepática podría explicar el fallo de la apoptosis en este tipo 
de hígados y el predominio de la lesión por necrosis como forma de muerte celular [49, 104,150]. 
Las diferencias en los mecanismos de muerte celular y en los mecanismos implicados en la lesión 
por I/R en hígados esteatósicos con respecto a los hígados no esteatósicos, explican las dificultades 
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para prevenir efectivamente la lesión por I/R en los hígados esteatósicos. De esta manera, 
estrategias terapéuticas o dosis de fármacos que son efectivas en hígados no esteatósicos pueden no 
serlo en presencia de esteatosis. 
5. Estrategias terapéuticas para disminuir la lesión por I/R 
A pesar de los avances en las soluciones de preservación, en los tratamientos farmacológicos y de 
terapia génica y en estrategias quirúrgicas que han tenido como objetivo el disminuir la lesión por 
I/R asociada al trasplante hepático, los resultados hasta el momento no han sido concluyentes.
Algunas de estas estrategias terapéuticas, como es el caso del precondicionamiento isquémico, 
ejercen sus mecanismos de acción sobre una multitud de vías de señalización celular induciendo así 
una mayor tolerancia del tejido a la I/R; mientras que otras interfieren directamente en alguna de 
las vías responsables de la lesión de I/R inhibiendo alguna de las moléculas implicadas o 
potenciando una posible vía protectora.  
5.1 Soluciones de preservación 
Una de las primeras estrategias aplicadas para reducir la lesión de I/R fue la reducción de la 
actividad metabólica por enfriamiento del órgano a 2-4ºC. El enfriamiento implica la utilización de 
soluciones de preservación, por lo que muchas estrategias se han encaminado a mejorar las 
soluciones de preservación para extender el periodo de preservación y para reducir los efectos 
negativos de la hipotermia sobre el órgano. Desde su introducción por Belzer et al. a finales de los 
80s, la solución UW se ha convertido en la más utilizada en la práctica clínica para la preservación 
de la mayoría de los órganos en trasplante. La diferencia de esta solución con las restantes es que 
no contiene glucosa lo cual evita la producción de lactato y los problemas de acidosis, en cambio 
contiene adenosina que inhibe la agregación plaquetaria, la acumulación de neutrófilos, y es un 
substrato para la síntesis de ATP, y contiene antioxidantes como GSH y alopurinol para evitar los 
efectos nocivos de los RLO. La introducción de la solución de la UW supuso un avance importante 
en la preservación de órganos y con su utilización se logró alargar el tiempo de isquemia. La 
inclusión de algunos componentes en la solución UW ha sido tanto defendida como criticada. Por 
ejemplo, variantes simplificadas de la solución UW en las cuales se ha omitido la adenosina han 
mostrado tener potencial protector similar o aun mayor durante la preservación fría del hígado. 
Otra de las limitaciones de la solución de UW es la presencia de hidroxietilamidón, que previene el 
edema intersticial pero también es un proagregante de glóbulos rojos que puede producir un lavado 
incompleto del injerto hepático con el consiguiente éstasis venoso y respuesta inflamatoria. 
Además de lo anterior, muchas de las sustancias que se encuentran en la solución UW (alopurinol, 
lactobionato) no protegen bien por no estar en concentraciones adecuadas o por tener dificultades 
para llegar al sitio de acción. De hecho, hay estudios en humanos indicando que a pesar de la 
presencia de alopurinol en UW, este antioxidante no ha logrado frenar los efectos nocivos del 
sistema generador de RLO, X/XOD [17,79].
Introducción                                                                                                                                     51 
Existen alternativas a la solución de preservación UW. Por ejemplo, la solución Histidina-
Triptófano-Cetoglutarato (HTK) presenta una viscosidad más baja que la UW y omite el almidón 
en su composición. Esto permite un mejor lavado inicial del órgano más rápido durante la 
recuperación del órgano, resultando en un enfriamiento más rápido y en un mejor lavado del 
órgano para eliminar más eficazmente los glóbulos rojos del órgano a trasplantar. En un ensayo 
clínico aleatorio, se comparó a la solución UW con la solución HTK en trasplante hepático con 
injertos procedentes de donante cadavérico y se observaron parámetros similares función hepática y 
de supervivencia del receptor. Además, en este estudio la incidencia de complicaciones fue 
significativamente mayor en los hígados preservados en HTK. La solución de preservación de 
Celsior tiene una composición más alta en sodio y  más baja en potasio y omite el almidón en su 
composición. El bajo contenido en potasio disminuye la hiperpotasemia tras la reperfusión del 
órgano y al no contener almidón su viscosidad es muy baja. La comparación entre la solución UW 
y la solución Celsior ha mostrado resultados similares en cuanto a eficacia y seguridad para la 
preservación de injertos hepáticos. Una solución UW-Polietilenglicol (PEG) llamada Instituto 
George Lopez (IGL-1) combina la inversión de la concentración de los iones K+ y Na+ y la 
sustitución del hidroxietilamidón por PEG. Con esta solución de preservación, se ha demostrado 
una mejora en la microcirculación y una reducción en el daño hepático por I/R en trasplante 
hepático experimental; sin embargo la superioridad de esta solución todavía no ha sido claramente 
demostrada en humanos [151,152]. 
Con la finalidad de reducir el daño que sufre el injerto hepático durante su preservación fría, se han 
introducido una variedad de ingredientes en la solución de preservación UW, con resultados 
prometedores: el análogo estable de la protaciclina (PGI2) OP-4183, el inhibidor de la p38 MAPK 
FR167653, el donador de ON nitroprusiato de sodio, el antagonista del PAF E5880, inhibidores de 
la calmodulina, bloqueadores de los canales de Ca+2 tales como nisoldipina, factores tróficos, 
inhibidores de la calpaína o de caspasas, S-adenosilmetionina (SAM), insulina, o fructosa 1,6-
bifosfato (FBP). Sin embargo, ninguna de estas modificaciones en la composición de la solución 
UW ha llegado a su aplicación rutinaria en la práctica clínica. La adición de inhibidores de 
caspasas en la solución UW previene la apoptosis de las células endoteliales pero tuvo poco efecto 
sobre la necrosis, forma predominante de muerte celular en los hígados esteatósicos. En línea con 
lo anterior, la adición de precursores para la resíntesis de ATP tales como SAM, resultó en una 
recuperación inicial pobre de ATP durante la reperfusión hepática. La insulina y el FBP han sido 
recomendadas y añadidas a la solución de preservación UW con el objetivo de estimular la 
glicólisis y modular la actividad de las células de Kupffer, respectivamente. Sin embargo, estudios 
posteriores mostraron que estas modificaciones en la solución UW podría exacerbar el daño 
isquémico del injerto y disminuir la tasa de supervivencia del injerto en trasplante hepático 
experimental [17,79]. 
En la tabla 2 se incluyen algunos de los aditivos empleados en las soluciones de preservación en 
los últimos 5 años, como estrategia empleada en modelos experimentales a si como en la práctica 
clínica para proteger al hígado frente a la lesión por I/R. 
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   ADITIVOS PARA SOLUCIONES DE PRESERVACIÓN 





APC  [153] 
Proteasa sérica 
anticoagulante
Rata Isquemia fría 2,6,20 horas ↓ Daño hepático, apoptosis, acido 
hialuronico, IL-6, TNF-, ET-1, 
infiltración de neutrófilos y macrófagos  




Rata Isquemia fría 24 horas ↓ Daño hepático, desórdenes 
microcirculatorios, ATP, estrés oxidativo y 
daño mitocondrial 
EGF, IGF-1 [155] 
Factores de crecimiento
Rata Isquemia fría 24 horas ↓ Daño hepático y necrosis 
Oxycyte [156] 
Perfluorocarbono
Rata Isquemia fría 8 horas ↓ Daño hepático 
Peg-Alb [157]
Polyetylen glycol-albumina
Rata Isquemia fría 30 horas ↓ Daño hepático  





Isquemia fría 16 horas ↓ Estrés oxidativo 
RXP409  [159] 
Inhibidor de la MMP 
Rata Isquemia fría 42 horas ↓ Daño hepático  
Simvastatin [160]
Vasoprotector e inhibidor de 
la HMG-CoA reductasa
Rata Isquemia fría 16 horas ↓ Daño hepático, apoptosis e inflamación, 
disfunción endotelial y desórdenes 
microcirculatorios 
TAT-HO-1 [161]
Proteína de fusión con la 
hemo-oxigenasa
Rata Isquemia fría 2,6,12, 
18 horas 




Rata Isquemia fría 2 horas ↓ Estrés del retículo endoplasmático 
Tabla 2. Aditivos empleados en las soluciones de preservación en los últimos cinco años, para proteger los 
hígados frente a la lesión por I/R. 
5.2 Estrategias farmacológicas 
Numerosos estudios experimentales se han centrado tanto en inhibir los efectos nocivos de la 
isquemia como la respuesta inflamatoria asociada a la reperfusión. Con esta finalidad, se han 
administrado fármacos como la cloroquina o la clorpromazina para prevenir las disfunciones 
mitocondriales y la degradación de fosfolípidos durante la isquemia hepática. Para inhibir las 
acciones de los RLO durante la reperfusión se ha tratado con antioxidantes como tocoferol, N-
acetilcisteína, glutatión éster (GSH-éster), o alopurinol, y se han administrado también anticuerpos 
dirigidos al TNF para bloquear las acciones nocivas de esta citoquina. Para reducir los desórdenes 
microcirculatorios asociados a la I/R hepática se han realizado tratamientos con dopamina y ATP-
MgCl2. Se han utilizado también fármacos como adenosina, dopamina, donadores de NO, L-
arginina, y anticuerpos anti-ICAM-1 y anti-P-selectina para bloquear la acumulación de 
neutrófilos. Sin embargo, ninguno de estos tratamientos han logrado frenar la lesión por I/R 
hepática [17,79]. Debe tenerse en cuenta las dificultades de frenar la inflamación asociada a este 
proceso, debido entre otros factores a los múltiples mediadores y tipos celulares implicados en esta 
respuesta inflamatoria. Además, también deben considerarse las dificultades derivadas del 
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tratamiento farmacológico. En este sentido, el GSH-éster no llega al lugar de acción a 
concentraciones óptimas ni en el momento adecuado. La administración de anticuerpos anti-TNF 
provoca sólo una inactivación parcial de la proteína. Pequeñas variaciones en la dosis de donadores 
de NO tienen efectos totalmente opuestos. Además, no hay que descartar los posibles efectos 
secundarios derivados de los fármacos, ya que en el caso de la dopamina, adenosina y donadores de 
NO se han descrito efectos nocivos sistémicos [17,79]. 
Los problemas para modular la lesión por I/R en hígados esteatósicos son mayores que en los 
hígados no esteatósicos. Este tipo de hígados con infiltración grasa generan RLO que son 
insensibles a la acción de antioxidantes como la SOD y la catalasa. La diferencia en los 
mecanismos de acción entre hígados sanos y esteatósicos supone que tratamientos efectivos en 
hígados sanos pueden no serlo en presencia de esteatosis y además la dosis de fármaco a 
administrar puede ser diferente en ambos tipos de hígado. Hallazgos como este deben de tenerse en 
cuenta si se pretenden aplicar estrategias que protejan ambos tipos de hígados. A título de ejemplo, 
la administración de un donador de NO en un modelo de trasplante hepático experimental logró 
reducir el estrés oxidativo en hígados sanos, mientras que la suplementación de NO, a la misma 
dosis, aumentó la vulnerabilidad de los injertos esteatósicos al síndrome de I/R. Por otra parte, 
también podrían existir fármacos que sólo fueran efectivos en hígados esteatósicos. De hecho, 
fármacos como la cerulenina que pueden actuar sobre la UCP2 disminuyendo su expresión, logran 
aumentar el contenido de ATP en hígados esteatósicos pero no tienen ningún efecto en hígados 
sanos. Resultados similares se han obtenido con la carnitina [17,79]. 
En la tabla 3 se incluyen algunas de las estrategias farmacológicas empleadas en los últimos 5 años 
en modelos experimentales y en la práctica clínica para proteger al hígado frente a la lesión por I/R.
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ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS 






Receptor antagonista de la 
Ang-(1-7)
Rata Isquemia Fría 6 horas ↓ Daño hepático, estrés oxidativo y 
necrosis   
↑ Supervivencia 
ABC294640 [164] 
Inhibidor de la esfingosina 
kinasa-2
Ratón Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático, infiltración de 
neutrófilos, NO, NFB y TNF-
↑ Supervivencia 
Allopurinol [165]
Inhibidor de la XOD
Ratón Isquemia caliente 30 min ↓ Estrés oxidativo y actividad de XOD 
AT1R, AT2R II [166]
Antagonista del Receptor de  
la Ang II tipo I y II 
Rata Isquemia caliente 
+ hepatectomia 
60 min ↓ Daño hepático, MDA y nitrotirosinas 
Apocynin [165]
Inhibidor de la NADPH 
oxidasa
Ratón Isquemia caliente 30 min ↓ Estrés oxidativo y actividad de NADPH 
oxidasa 
Ascorbato [167]
Vitamina C o ácido L-
ascórbico
Rata Isquemia caliente 30 min ↓ Daño hepático y activación de las 
células kupffer 
Atorvastatin [168] 
Vasoprotector e inhibidor 
de la HMG-CoA reductasa 
Ratón Isquemia caliente 60-90 min ↓ Daño hepático, y estrés oxidativo 
Atorvastatin [169] 
Vasoprotector e inhibidor 
de la HMG-CoA reductasa
Ratón Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático 
↑ Activación de TLR4 y NFB
bpV(HOpic) [170] 
Inhibidores PTEN
Rata Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático, apoptosis y PTEN  
↑ Activación de PBK/Akt 
Captopril [171]
Bloqueador de la Ang II
Rata Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático 
Cardiotrophin-1 [172] 
Citoquina
Cerdo Isquemia fría 4 horas ↓ Daño hepático, estrés oxidativo, IL-1 , 
TNF-, IL-6 y caspasa-3 
↑ Supervivencia 
CORM-2 [173] 
Molécula liberadora de 
monóxido de carbono
Rata Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático, neutrófilos, apoptosis, 
NFB, TNF, IL-6, y expresión de ICAM  
EGF [174]
Factor de crecimiento 
epidérmico
Rata Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático 
Erythropoietin [175] 
Hormona glicoproteica
Ratón Isquemia Fría 90 min ↓ Daño hepático y apoptosis 
17-Estradiol [176]
Hormona esteroide
Rata Isquemia Fría 4 horas ↓ Daño hepático, apoptosis y glicógeno 
sintasa kinasa-3   
↑ Supervivencia y AKT 
Fasudil [177] 
Inhibidor Rho-kinasa
Rata Isquemia caliente 30 min ↓ Daño hepático, activación de HSC, ET-




Rata Isquemia fría 60 min ↓ Daño hepático, edema, necrosis y 
activación de AIF-1 Isquemia caliente 60 min 
Fructose [179] 
Monosacarido




Rata Isquemia fría 6 horas ↓ Daño hepático  
IGF-1 [174] 
Factor de crecimiento
Rata Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático 
MF-1 [181] 
Peptido metron factor-1
Rata Isquemia caliente 90 min ↓ Daño hepático y estrés oxidativo  
↑ Supervivencia y síntesis de NO 
MPLA [182] 
Agonista del TLR4
Rata Isquemia fría 6 horas ↓ Daño hepático 
↑ Supervivencia 
n-3 PUFA [183]
Acido graso polinsaturado 
Rata Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático, inflamación y estrés 
oxidativo 
Nilotinib [184] 
Inhibidor de la tirosina 
quinasa
Ratón Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático, apoptosis, IL-1, IL-6, 
MCP-1, MIP-2, JNK, p38 MAPK, 
activación y reclutamiento de monocitos 
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PD123319 [171] 
Bloqueador de Ang II
Rata Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático 
PNU-282987 [107]
Agonista del receptor de 
acetilcolina nicotínica 7a
Ratón Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático, activación de NFB y 
expresión de HMGB1 
RBP4 [180]
Adipocitoquina
Rata Isquemia fría 6 horas ↓ Daño hepático y expresión de PPAR
Retinol [185] 
Vitamina A








Ratón Isquemia fría 20 horas ↓ Daño hepático, infiltración de 
neutrófilos y activación de NFB 
rMnSOD [158] 
Antioxidante
Rata Isquemia fría 16 horas ↓ Daño hepático, inflamación y 
desórdenes en la microcirculación 
hepática y en la disfunción endotelial 
rPSGL-Ig  [188] 
Antagonista selectin





Humano Isquemia caliente 30 min ↓ Daño hepático y complicaciones post-
operatorias 
Simvastatin [190]
Vasoprotector e inhibidor 
de la HMG-CoA reductasa 
Rata Isquemia fría 16 horas ↓ Daño hepático, apoptosis e inflamación, 
disfunción endotelial y mejora en la 
microcirculación hepática  
Sirolimus  [191]
Inmunosupresor
Rata Isquemia caliente 
+ hepatectomia 
60 min ↓ Daño hepático, apoptosis, acumulación 
de neutrófilos y MDA 
SQ22536 [192]
Inhibidor de la adenilato 
ciclasa
Rata Isquemia fría 6 horas ↓ Daño hepático, acumulación de lactato, 






Rata Isquemia fría 6 horas ↓ Daño hepático y expresión de PPAR
Isquemia caliente 
+ hepatectomia 
60 min ↓ Estrés del RE 
TBC-1269 [194]
Antagonista PAN-selectin




Rata Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático y MDA  
↑ Catalasa, GSH y SOD 
Tetryine [196]
(Canal bloqueador del 
calico 
Ratón Isquemia caliente 90 min ↓ Daño hepático, acumulación de 




Rata Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático, citoquinas inflamatorias 
y estrés oxidativo 
WY-14643 [197]
Agonista de PPAR
Rata Isquemia caliente 90 min ↓ Daño hepático 
WY-14643 [198]
Agonista de PPAR
Ratón Isquemia caliente 90 min ↓ Daño hepático 
YM-53601 [168] 
Inhibidor de escualeno 
sintasa
Ratón Isquemia caliente 60-90 min ↓ Daño hepático, estrés oxidativo y 
esteatosis 
Tabla 3. Estrategias farmacológicas empleadas en los últimos cinco años para proteger los hígados frente a la 
lesión por I/R. 
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5.3 Terapia génica 
Los actuales avances en biología molecular proporcionan nuevas oportunidades para reducir el 
daño hepático por I/R a través del uso de terapia génica. Por otra parte, su utilización de momento 
se ha limitado a modelos experimentales animales. Para suprimir el estrés oxidativo en la lesión por 
I/R hepática, se han realizados pre-tratamientos basados en la sobre-expresión de SOD o catalasa 
utilizando como vehículo adenovirus, liposomas o polientilenglicol. Para inhibir la apoptosis, se ha 
buscado la sobreexpresión del gen BcL-2, utilizando principalmente como vehículo adenovirus. 
Para limitar la acumulación y la activación de neutrófilos, se ha reducido la expresión de ICAM-1 
utilizando como vehículo liposomas. Se han desarrollado estrategias citoprotectoras basadas en la 
expresión de genes tales como la hemo- oxigenasa-1 (HO-1), la citoquina anti-inflamatoria IL-13 y 
el antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra), empleando como vectores adenovirus o liposomas. 
Se ha intentado modular la acción del NFκB a través de la transfección adenoviral de una forma 
mutante de IκB, el cual inhibiría NFκB y aliviaría la respuesta inflamatoria hepática asociada a la 
I/R. Por otra parte, los problemas de la terapia génica pasan por la toxicidad de vectores, por la 
dificultad en conseguir una expresión óptima de la proteína en el momento y lugar adecuado, y por 
la dificultad de conseguir mutantes adecuados (en el caso de NFκB), debido a las controversias 
existentes en la activación de NFκB [17,79].
En los últimos años, el uso de las terapias basadas en RNA interferentes pequeños (siRNA) para 
regular las acciones biológicas de los mediadores inflamatorios en una gran variedad de patologías  
[199] ha creado gran interés. Así pues, en el contexto de la I/R hepática se han aplicado estrategias 
terapéuticas basadas en la administración de siRNA para adiponectina [91], esfingomielinasa 
acídica, [200] o moléculas relacionadas con la apoptosis tales como Bax [201], el receptor 
apoptótico Fas [202], la caspasa 8 y la caspasa 3 [203]. Tales estrategias han protegido frente al 
daño hepático inducido por I/R. Sin embargo, uno de los mayores desafíos para que estas 
estrategias puedan alcanzar su aplicación clínica es el desarrollo de estrategias que sean capaces de 
permitir un silenciamiento génico estable sin inducir efectos secundarios adversos. Dado que los 
siRNA son ácidos nucleicos, se degradan fácilmente en suero y por lo tanto necesitan un vehículo 
que permita un transporte estable, una internalización celular específica y confiable y además una 
farmacocinética favorable para utilizarse como terapia farmacológica. La posible toxicidad de 
dichos vehículos así como el riesgo de inmunogenicidad también son obstáculos que deben ser 
superados. Una vez que se desarrollen vehículos adecuados para su uso en la clínica, aun quedan 
otros obstáculos por afrontar. Aunque los siRNA exhiben una especificidad alta por su RNA diana, 
existe la posibilidad de que puedan silenciarse RNAs parcialmente complementarios y que no son 
el objetivo del siRNA utilizado [204]. 
En la tabla 4 se incluyen algunos de los estudios en terapia génica desarrollados en los últimos 5 
años, como estrategia empleada en modelos experimentales para proteger al hígado frente a la 
lesión por I/R. 
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TERAPIA GENICA 









Rata Isquemia caliente 60 min ↑ Daño hepático y estrés oxidativo 
Stem cells derivadas 
de tejido adiposo 
[205]
Ratón Isquemia caliente 
+ hepatectomia 
15 min ↓  Daño hepático  
↑ VEGF 
Stem cells derivadas 
de tejido adiposo 
mesenquimal [206] 




Ratón Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático 
NFB decoy 
oligonucleotidos [208]  
Rata Isquemia caliente 60 min  Daño hepático, NFB, IL-6 y TNF-
PHD1 [209] 
(knockout)
Ratón Isquemia caliente 90 min  Daño hepático y estrés oxidativo 
TLR4 [210] 
(knockout)
Ratón Isquemia caliente 60 min  Daño hepático, infiltración de neutrófilos 
y citoquinas  
TLR4 [211] 
(knockout)
Ratón Isquemia caliente 35 min ↓ Daño hepático, infiltración de neutrófilos 
y citoquinas pro-inflamatorias 
Tabla 4. Estrategias de terapia génica empleadas en los últimos cinco años, para proteger los hígados frente a 
la lesión por I/R. 
5.4 Estrategias quirúrgicas 
Diversas estrategias quirúrgicas han demostrado ser protectoras frente a la lesión por I/R hepática 
en modelos experimentales, tales como el shunt portosistémico, el clampaje intermitente (CI) o el 
precondicionamiento (PC) isquémico  [212-214]. Estas dos últimas estrategias además se han 
aplicado en la práctica clínica en pacientes sometidos a hepatectomías, donde se han puesto de 
manifiesto sus efectos beneficiosos [105,215]. Estudios llevados a cabo en modelos experimentales 
de I/R hepática donde se comparan ambas técnicas quirúrgicas han demostrado que la aplicación 
del PC tuvo mayores efectos beneficiosos [212, 213]. 
A partir del momento en que se describió la efectividad del PC, se han realizado numerosos 
trabajos con la finalidad de buscar estrategias que puedan mimetizar sus efectos beneficiosos. Una 
de estas estrategias es el “heat shock”, que consiste en inducir un aumento en la temperatura 
corporal antes de la isquemia hepática. También se ha intentado realizar un precondicionamiento 
químico con dexorrubicina, factor natriurético atrial, o con oxidantes, y se ha demostrado que estos 
tratamientos reducen la lesión hepática en diferentes modelos experimentales de I/R. Sin embargo, 
las limitaciones de estas estrategias es su posible aplicación clínica, bien por la dificultad que ello 
supondría, por problemas de toxicidad o por los efectos secundarios descritos [17,79].
Las investigaciones acerca de la efectividad del PC en modelos experimentales de I/R hepática han 
sido la base para que esta estrategia quirúrgica haya alcanzado su proyección en la práctica clínica 
para reducir la lesión por I/R hepática normotérmica asociada con las resecciones hepáticas de 
tumores, tanto en hígados sanos como en esteatósicos [215,216]. En la tabla 5 se incluyen algunas 
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de las estrategias quirúrgicas desarrolladas en los últimos cinco años en modelos experimentales y 
en la práctica clínica para proteger al hígado frente a la lesión por I/R.  
                    ESTRATEGIAS QUIRURGICAS 





PC [180] Rata Isquemia fría 6 horas ↓ Daño hepático
PC [217] Rata Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático y LTC4 
PC [218] Ratón 
(Cirrotico) 
Isquemia caliente 60-75 min ↓ Daño hepático, apoptosis y necrosis 
PC [219] Cerdo Isquemia caliente 
+ hepatectomia 
120 min ↓ Daño hepático
PC [220] Humano Isquemia caliente 
+ hepatectomia 
40-90 min ↓ Daño hepático y necrosis 
↑ Autofagia
PC [221] Humano Isquemia caliente 
+ hepatectomia 
30-40 min ↓ Daño hepático y complicaciones post-
operatorias  
CI [222] Rata 
(Vieja) 
Isquemia caliente 45 min ↓ Daño hepático 
CI [218] Ratón 
(Cirrotico) 
Isquemia caliente 15-30 min ↓ Daño hepático, apoptosis y necrosis 
PR [223] Ratón Isquemia caliente 60 min ↓ Daño hepático
MP [224,225]
Normotérmica




Cerdo Isquemia fría 6-7 horas Protección de hepatocitos, mitocondrias y LSEC 
↓ Activación de las células Kupffer
MP [227] Sub-
normotérmica
Rata Isquemia fría 6 horas ↓ Daño hepático y estrés oxidativo 
Portocaval 
shunt [228]
Cerdo Isquemia fría 5 horas ↓ Daño hepático
Tabla 5. Estrategias quirúrgicas empleadas en los últimos cinco años para proteger los hígados frente a la 
lesión por I/R. PC, precondicionamiento; CI, Clampaje intermitente; PR, precondicionamiento remoto; MP, 
maquina de perfusión. 
6. El precondicionamiento isquémico  
El precondicionamiento (PC) isquémico es una estrategia quirúrgica que protege los tejidos frente a 
la lesión inducida por la I/R. Consiste en la aplicación de breves periodos de I/R antes de que el 
órgano sea sometido a una I/R prolongada. Este fenómeno fue descrito por primera vez en corazón 
por Murry et al. en 1986 y posteriormente ha demostrado ser un mecanismo eficaz en diferentes 
órganos como intestino, cerebro, médula espinal, retina, músculo, pulmón, riñón e hígado [229-
232]. Los ciclos y los tiempos de I/R del PC difieren según el órgano y los modelos experimentales 
evaluados. De este modo, mientras que en el corazón se aplican varios ciclos de I/R, el efecto 
protector del PC en el hígado se consigue mediante la aplicación de un único ciclo de I/R. La 
aplicación de varios episodios de PC isquémico no incrementa la magnitud de la protección 
[233,234]. 





















El PC isquémico ofrece dos fases de protección (fase inicial y tardía) que difieren en el tiempo al 
que tienen lugar y en los mecanismos responsables de ésta protección (Figura 10). La fase inicial 
del PC isquémico tiene lugar minutos después de la reperfusión y se prolonga de 2 a 3 horas. Los 
efectos beneficiosos de esta fase del PC isquémico son independientes de la síntesis de nuevas 
proteínas y son mucho más potentes que los de la fase tardía. La fase tardía del PC isquémico que 
comienza tras 12 a 24 horas del inicio de la reperfusión, se prolonga de 2 a 3 días y sus efectos 
beneficiosos son dependientes de la expresión de genes y la síntesis de nuevas proteínas [235]. 
Figure 10. Fases de protección del PC isquémico.
6.1 Bases moleculares del PC isquémico 
A pesar de que se han postulado diferentes hipótesis, los mecanismos protectores por los que actúa 
el PC no se conocen con exactitud. Las bases moleculares del PC consisten en una secuencia de 
eventos en los que las señales generadas por el PC se traducen en un mensaje celular que lleva a la 
amplificación del mecanismo de protección. Al igual que ocurre en la lesión hepática por I/R, en la 
modulación del daño hepático inducida por el PC existe una compleja interacción entre diferentes 
vías de señalización y tipos celulares [236].
• Adenosina y NO 
Diferentes trabajos en modelos de I/R normotérmica y trasplante hepático han demostrado la 
implicación del NO y la adenosina en el efecto protector del PC [231].  De hecho, los tiempos de 
I/R del PC que inducen protección en el hígado vienen determinados al menos, por dos factores: 
una concentración de adenosina lo suficientemente elevada como para inducir la generación de NO 
a través de la activación de los receptores de adenosina A2, y una concentración de xantina baja 
para evitar los efectos perjudiciales de este metabolito [231,234,237-239]. La generación del NO 
inducida por el PC probablemente proviene de la eNOS, ya que la síntesis del NO se ha observado 
minutos después de efectuarse el PC, y además no se ha encontrado ninguna diferencia en la 
actividad de la iNOS en animales sometidos a I/R hepática con o sin PC previo [232].
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Durante el breve periodo de isquemia del PC se produce una degradación de ATP que lleva a un 
aumento de los niveles de adenosina; la cual a través de la activación de los receptores A2 de 
adenosina, genera una aumento de NO que sería responsable del efecto protector ofrecido por el PC 
[230].  El NO inhibe la adhesión de los neutrófilos al endotelio sinusoidal al inhibir la presencia de 
moléculas de adhesión en el mismo, inhibe el efecto vasoconstrictor de las ET y reduce el estrés 
oxidativo [232,240-243].
El papel de los receptores de adenosina A2 en el PC ha sido demostrado mediante la administración 
de agonistas y antagonistas de los mismos. Los agonistas reprodujeron los efectos beneficiosos del 
PC mientras que los antagonistas los suprimieron [231]. Además diversos estudios han demostrado 
la implicación del NO en el PC mediante la administración de inhibidores de su síntesis y de 
donadores de NO, que anularon y simularon respectivamente los efectos beneficiosos del PC en 
modelos animales de I/R normotérmica y trasplante hepático [125,214,231,234,242,244-252]. 
• Vías de señalización molecular 
Estudios experimentales en hepatocitos aislados y en modelos experimentales de I/R indican que 
durante el PC tiene lugar la degradación de ATP, generándose adenosina. Al iniciarse la fase de 
isquemia del PC, la adenosina se libera al espacio extracelular y provoca la activación de los 
receptores de adenosina A2 acoplados a proteína G, lo cual induce una red de señales que incluye a 
las proteínas Gi, fosfolipasa de membrana C (PLC) y el fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K), el cual 
induce la liberación de calcio desde la reservas intracelulares no mitocondriales y diacilglicerol 
(DAG), que son responsables de la activación secuencial de la proteína quinasa C (PKC) y p38 
MAPK. Se sabe que la PKC tiene un papel muy importante en la protección celular, y regula 
algunos procesos biológicos tales como el metabolismo, el transporte de iones y la expresión de 
genes. La liberación de NO activa a la guanilato ciclasa (cG-S), lo cual también puede estimular la 
p38 MAPK. Además, el PC provoca la generación de adenosin monofosfato (AMP), el cual induce 
la activación de la proteína quinasa dependiente de AMP (AMPK). Las señales generadas por la 
p38 MAPK, la proteína quinasa B (PKB/Akt) y la AMPK pueden activar mecanismos capaces de 
preservar el metabolismo energético, las funciones mitocondriales y la homeostasis celular así 
como también de reducir el estrés oxidativo. El PC a través de la activación de la AMPK, reduce la 
degradación de ATP atenuando así la acumulación de intermediarios glicolíticos y la producción de 
lactato durante la isquemia sostenida. Los beneficios del PC sobre el estrés oxidativo podrían ser 
explicados por la inducción de antioxidantes, tales como la SOD y las proteínas de choque térmico 
(HSPs), así como también por el efecto del PC sobre el sistema XDH/XOD. El PC reduce la 
acumulación de xantina durante la isquemia y previene la conversión de XDH a XOD, previniendo 
los efectos dañinos de este sistema de generación del RLO sobre el hígado. Es posible que el NFκB 
y factores de transcripción regulados por p38 MAPK tales como el factor activador de la 
transcipción 2 (ATF-2) y el factor  potenciador específico de miocito 2C (MEF2C), pudieran ser 
responsables de inducir la expresión de genes protectores, incluyendo la SOD. Las señales del PC 
también activan el factor de transcripción HSF1, y su unión al elemento de choque térmico situado 
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en las regiones promotoras de los genes diana, induce la producción de HSP27, HSP70 y HO-1. La 
inducción de las HSPs reduce la unión nuclear a factores de transcripción proinflamatorios y 
aumenta la capacidad antioxidante de las células, lo cual podría disminuir la formación de TNF-α y  
la respuesta inflamatoria en los hígados precondicionados. Las HSPs también podrían contribuir a 
mejorar el potencial de membrana y el control respiratorio mitocondrial, permitiendo una 
recuperación más rápida del ATP en la reoxigenación. Asimismo se ha sugerido la posibilidad de 
que el PC podría disminuir la transcripción de genes como c-fos y c-jun, protegiendo así frente a la 
lesión por I/R hepática. Se ha sugerido también que el PC a través de activar el NFκB estaría 
aumentando la expresión de STAT3, el cual ejerce hepatoprotección [236]. Cabe mencionar que se 
desconoce el papel del NFκB en los efectos del PC. Por un lado hay trabajos en los que se ha 
demostrado que durante el PC se inhibe la activación de NFκB y que su inhibición es responsable 
de algunos de los efectos beneficiosos del PC; [253] mientras que diversos autores defienden que 
es la activación del NFκB la que contribuye a los efectos beneficiosos del PC [254,255]. Además 
de todas estas vías de señalización celular implicadas en el PC, también se ha sugerido que el PC 
puede inducir la liberación de una pequeña cantidad de RLO y de TNF-α, los cuales contribuyen a 
su efecto protector [256-258].  
6.2 Papel del PC en la lesión por I/R hepática 
A continuación se describen las acciones efectoras del PC en I/R hepática. 
La modulación de la respuesta inflamatoria a través del PC se ha evidenciado en diferentes 
modelos de isquemia hepática normotérmica y fría [259]. El PC reduce la acumulación de 
neutrófilos y la generación de RLO y citoquinas proinflamatorias incluyendo TNF e IL-1. 
Asimismo, el PC también mejora la perfusión sinusoidal y la disfunción microvascular, tal y como 
se explica a continuación. 
• Acumulación de neutrófilos y alteraciones en la microcirculación 
Se ha demostrado que parte del efecto protector del PC está relacionado con la modulación de la 
acumulación de neutrófilos y de las alteraciones en la microcirculación. El mecanismo por el cual 
el PC actúa modulando la acumulación de neutrófilos en el tejido hepático no se conoce con 
exactitud. Se ha demostrado que el PC reduce la adherencia de los leucocitos tras una isquemia 
normotérmica; por otra parte, también hay evidencias que indican que no hay diferencias en la 
expresión de moléculas de adhesión tras inducir el PC. Hay estudios que sugieren que durante el 
proceso de isquemia se dañan las células endoteliales, lo que facilita que los neutrófilos tengan 
libre acceso al tejido hepático, sin la necesidad de la expresión de moléculas de adhesión. Según 
esta teoría, es posible que el PC pueda reducir la acumulación de neutrófilos mediante la reducción 
del daño endotelial [253,260-264].
En modelos experimentales de trasplante hepático, los injertos sometidos a PC muestran una 
mejoría en el flujo sanguíneo tras la reperfusión. De forma similar, los efectos beneficiosos del PC 
sobre la microcirculación también se han observado en modelos de isquemia hepática 
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normotérmica. Diversos estudios han sugerido que el PC, mediante la generación de NO, que tiene 
efectos vasodilatadores, puede contrarrestar la vasoconstricción producida por la liberación de 
mediadores inflamatorios como la ET y reducir así los desórdenes microcirculatorios asociados a la 
I/R hepática [265-267].
• Estrés oxidativo y citoquinas 
El PC es capaz de reducir el estrés oxidativo asociado a la I/R hepática, ya sea preservando la 
estructura mitocondrial o bien, modulando la activación de las células de Kupffer [268,269]. Los 
beneficios del PC frente al estrés oxidativo pueden además ser explicados por la inducción de 
antioxidantes como la SOD y las HSPs, y también por la acción del PC sobre mecanismos 
generadores de RLO como X/XOD. 
El PC regula el sistema generador de RLO, X/XOD en isquemia hepática normotérmica y en 
trasplante hepático experimental. Actúa reduciendo la acumulación de xantina durante la isquemia 
y previenen la conversión de la XDH a XOD, reduciendo así los efectos adversos de este sistema 
generador del RLO en el hígado. Los resultados obtenidos tras la administración de alopurinol (un 
inhibidor de la XOD) a animales sometidos a I/R o de X/XOD a animales en los que previamente 
se había inducido un PC, confirman estas observaciones [256,270,271]. Los beneficios del PC no 
sólo se han observado a nivel de pro-oxidantes, sino que existen estudios que demuestran que esta 
estrategia quirúrgica es capaz de evitar la degradación o inactivación de mecanismos antioxidantes 
que tienen lugar durante la isquemia [236]. De este modo, el PC preserva los niveles de GSH en 
hígado durante el proceso de isquemia y también durante la reperfusión [256,271].
En relación a las citoquinas, el PC inhibe la activación de las células de Kupffer, reduciendo de esta 
forma la liberación de citoquinas asociadas a la I/R hepática [214,272]. Existen trabajos que 
demuestran también la influencia del PC sobre la liberación de citoquinas pro-inflamatorias como 
el TNF- y la IL-1 en procesos de I/R normotérmica [272-274]. 
• Apoptosis y necrosis 
La combinación de los efectos inducidos por el PC anteriormente mencionados disminuye la 
apoptosis y/o necrosis asociada a la I/R. En este sentido, se ha demostrado que el PC reduce la 
apoptosis de los hepatocitos tras la reperfusión disminuyendo los niveles de TNF-α y modulando la 
vía de las caspasas [215,275-277]. De la misma manera, el PC reduce el número y la extensión de 
las áreas de necrosis en el tejido hepático tras una I/R [270,277].
En la Figura 11 se muestran algunos de los principales mecanismos implicados en el efecto 
protector del PC. 
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PC en pacientes con cirrosis sometidos a hepatectomías observando un riesgo disminuido de 
insuficiencia hepática y tiempos más cortos de estancia en el hospital [281]; y por último, Nuzzo y 
colaboradores también evidenciaron beneficios del PC en resecciones hepáticas con tiempos de 
oclusión del flujo sanguíneo más largos que los empleados en estudios anteriores [282].
En el trasplante hepático, el beneficio del PC aun está bajo evaluación. Algunos estudios clínicos 
realizados sobre la aplicación del PC en el trasplante hepático han indicado que el PC reduce los 
niveles de transaminasas postquirúrgicas, marcadores de muerte celular y la inflamación [280-285]. 
Por otro lado, otros estudios clínicos no han observado efectos beneficiosos del PC en el trasplante 
hepático [115]. Azoulay y colaboradores fueron los primeros que demostraron en efecto protector 
del PC en el trasplante hepático señalando que el PC basado en 10 minutos de isquemia fue 
asociado con una mejor tolerancia a la isquemia; sin embargo, esto fue a costa de una disfunción 
hepática temprana [284]. Jassem y colaboradores concluyeron que 10 minutos de PC es efectivo 
para proteger los injertos hepáticos frente a la isquemia fría, reduce la respuesta inflamatoria y 
resulta en una mejor función del injerto [285]. Cescon y colaboradores mostraron que 10 minutos 
de isquemia seguidos de 15 minutos de reperfusión no afecta la viabilidad del injerto y tiene un 
impacto positivo en los niveles de transaminasas postquirúrgicas, aunque no modifica otros 
parámetros clínicos [286]. Amador y colaboradores indicaron que el PC disminuye las enzimas 
hepáticas postquirúrgicas y mejora significativamente los marcadores bioquímicos de 
funcionalidad hepática [287]. A diferencia de los estudios anteriores, Koneru y colaboradores 
observaron que los hígados de donantes sometidos a un PC con 5 minutos de clampaje de los vasos 
hepáticos no mostraron respuesta al PC, concluyendo que tal vez el tiempo de PC utilizado fue 
demasiado corto para inducir protección [115]. Dos años más tarde, el mismo grupo de 
investigadores realizó un siguiente estudio clínico en trasplante hepático aplicando 10 minutos de 
PC a los donantes de hígado y encontraron un efecto paradójico del PC, ya que observaron mayores 
niveles de transaminasas en los hígados precondicionados, y sin embargo se redujo la tasa de 
rechazo y disfunción hepática [288]. Y actualmente empiezan a aparecer los primeros resultados 
que indican que los mismos efectos beneficiosos del PC pueden producirse en el trasplante de 
injertos hepáticos esteatósicos [283].  
Como resultado de todos los estudios anteriores, se requiere realizar mayores investigaciones que 
permitan obtener resultados concluyentes acerca de la aplicación del PC en el trasplante hepático, y 
que ello conduzca a  que esta técnica quirúrgica pueda ser una estrategia útil y rutinaria en la 
práctica clínica para reducir la lesión por I/R asociada al trasplante hepático de injertos 
esteatósicos. Así pues, el primer paso de estas investigaciones sería realizar estudios más 
exhaustivos a nivel experimental acerca de los mecanismos protectores del PC en hígados 
esteatósicos sometidos a trasplante. 
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6.5 Estrategias futuras para disminuir la lesión por I/R hepática asociada al 
trasplante de injertos esteatósicos 
De todo lo anteriormente descrito hasta este punto en la presente tesis, es notorio que la lesión por 
I/R sigue siendo un problema sin resolver en la práctica clínica del trasplante hepático con injertos 
esteatósicos. Aunque se han intentado estrategias terapéuticas basadas en la modulación de 
citoquinas, NO, RLO o de otros mediadores puntuales implicados en la lesión por I/R hepática, 
ninguna de ellas ha tenido su aplicación a nivel clínico [17,79]. En este sentido, actualmente se 
buscan nuevas dianas terapéuticas que sean capaces de modular la lesión por I/R hepática 
induciendo la activación de varias vías de señalización molecular y que no estén solamente 
enfocadas en inhibir un tipo específico de mediador implicado en la lesión por I/R hepática. Estas 
nuevas dianas de acción terapéutica podrían generarse a partir de las investigaciones encaminadas 
al estudio de los mecanismos bioquímicos y moleculares subyacentes al PC en modelos 
experimentales de hígados esteatósicos sometidos a trasplante hepático. De esta manera, las 
estrategias terapéuticas basadas en la modulación de dichas dianas podrían mimetizar o aumentar la 
efectividad del PC para reducir la lesión por I/R asociada al trasplante hepático en hígados 
esteatósicos y con ello conducir a futuras aplicaciones clínicas y rutinarias del PC en el trasplante 
hepático. Además de lo anterior, las estrategias terapéuticas así diseñadas podrían ser de interés 
teniendo en cuenta que puede haber casos en los que no sea posible o sea muy difícil la aplicación 
del PC. Así pues, se tendrían estrategias tanto quirúrgicas como farmacológicas que al aumentar la 
tolerancia de los hígados esteatósicos a la lesión por I/R asociada al trasplante hepático, 
minimizarían en consecuencia el riesgo inherente de disfunción o fallo que sufren los hígados 
esteatósicos al ser trasplantados. Esto repercutirá favorablemente en la práctica clínica en una 
mayor disponibilidad de injertos hepáticos para trasplantar y consecuentemente en la disminución 
en las listas de espera. 
7. Adenosin monofosfato-3’,5’ cíclico  
El adenosin monofosfato-3’,5’ cíclico (AMPc) es un segundo mensajero encargado de transmitir al 
interior de la célula a través de la membrana los cambios que ocurren en el ambiente externo. El 
AMPc propaga innumerables señales iniciadas por hormonas y factores de crecimiento. Los  
niveles de AMPc intracelular están regulados por el balance entre la actividad de dos  tipos de 
enzimas: adenil ciclasas (AC) y las fosfodiesterasas de nucleótidos cíclicos (PDE). La actividad de 
ACs y PDEs está regulada positiva o negativamente por diferentes sistemas de señalización: el 
calcio (a través de calmodulina, CamKII, VI y calcineurina); subunidades de proteínas G, inositol 
(a través de PKC); y receptores con actividad tirosina quinasa (a través de ERK y PKB) [290]. Se 
han identificado tres dianas principales del AMPc: la proteína quinasa A (PKA), proteína EPAC  
(intercambio de GTP) y canales iónicos dependientes de nucleótidos cíclicos (Figura 13).  
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Figura 13. El adenosin monofosfato-3’,5’ cíclico (AMPc)
7.1 El AMPc y la lesión por I/R hepática 
Estudios que han evaluado el papel de AMPc en la lesión por I/R hepática, indican que el AMPc y 
análogos del AMPc tienen efectos beneficiosos sobre la I/R hepática. Estos estudios se han 
centrado principalmente en hígados no esteatósicos, extraídos de donantes a corazón parado y 
sometidos a isquemia normotérmica o isquemia fría [291-293]. Esos resultados han sido 
corroborados también en un modelo experimental de hígado perfundido aislado [294]. Sin embargo 
el papel del AMPc en condiciones de trasplante de hígados esteatósicos aún no había sido evaluado 
hasta el momento. 
Resultados previos [295-299], han señalado que tanto la reducción del estrés oxidativo, como la 
preservación del metabolismo energético celular podrían estar implicados en los beneficios del 
AMPc. El AMPc reduce la producción de RLO en macrófagos alveolares de cerdos [295], en 
granulocitos de pacientes sanos [296] y en neutrófilos de humanos [297]. Además, análogos del 
AMPc, atenúan la degradación de nucleótidos de adenina durante la isquemia y restauran los 
niveles de ATP después de la reperfusión en hígados no esteatósicos sometidos a isquemia 
normotérmica [298] o procedentes de donantes de corazón parado y sometidos a isquemia fría 
[299]. Por consiguiente, la posibilidad de que agentes análogos del AMPc puedan regular los 
mecanismos potencialmente responsables de la vulnerabilidad frente a la lesión por I/R asociada al 
trasplante de hígados esteatósicos, incluyendo el estrés oxidativo y la pérdida de nucleótidos 
altamente energéticos, no puede ser excluida. 
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Tal y como se ha mencionado previamente, los mecanismos a través de los cuales el PC ejerce sus 
efectos protectores en injertos hepáticos esteatósicos son desconocidos, sin embargo no se puede 
descartar una implicación del AMPc en tales efectos. De hecho, un estudio previo en hígados 
aislados sometidos a isquemia fría demostró que el PC protegió a las células endoteliales frente al 
daño por preservación-reperfusión a través de la inducción de AMPc. 
8. El ácido tauroursodeoxicólico y el PPAR
8.1 El ácido tauroursodeoxicólico y la lesión por I/R hepática 
El ácido tauroursodeoxicólico (TUDCA) es un ácido biliar endógeno, que se forma a partir de la 
combinación de los ácidos biliares ursodesoxicólicos (UDCA) con el aminoácido taurina. 
Recientemente, ha sido aprobado su uso en la práctica clínica como un agente de protección frente 
a diferentes enfermedades hepáticas, incluida la cirrosis y la colestasis hepática [300-304].  
Diversos estudios demuestran que la acción del TUDCA se debe a un mecanismo capaz de modular 
el estrés del retículo endoplasmático (RE) [305,306], el cual causa daño celular y contribuye a la 
fisiopatología de la obesidad y de la diabetes tipo 2. El estrés del RE está implicado en la respuesta 
inflamatoria hepática asociada al proceso de I/R [162,193]. En respuesta al estrés del RE se induce 
una cascada de señales de transducción denominada “respuesta a proteínas mal plegadas (UPR)” 
[305]. La UPR tiene 3 ramas (Figura 14): la enzima 1 que requiere inositol (IRE1), la quinasa del 
retículo endoplasmático semejante a PKR (PERK) y el factor activador de la transcripción 6 
(ATF6). En estados de inactividad, estas proteínas están normalmente retenidas en la membrana del 
RE unidas a chaperonas intra-RE, particularmente a la proteína inmunoglobulina de 78 kDA de 
unión/regulada por glucosa (GRP78). Cuando existe un daño, estas vías de transducción de señales 
pueden inducir muerte celular [305]. Sólo existen dos estudios que han evaluado el efecto del 
TUDCA sobre estrés del RE en hígados esteatósicos y no esteatósicos sometidos a I/R. En uno de 
los estudios, el tratamiento con TUDCA protegió a ambos tipos de hígados frente al estrés del RE 
en condiciones de isquemia normotérmica [193]. En el segundo, los autores preservaron injertos 
hepáticos con solución histidina cetoglutarato triptófano (HTK) durante 2 horas. Los resultados 
indicaron un estrés del RE en ambos tipos de injertos, siendo más evidente en presencia de 
esteatosis. En estas condiciones, el TUDCA redujo el estrés del retículo endoplasmático, 
protegiendo así frente a la lesión por I/R hepática asociada al trasplante. Hasta la presente tesis, se 
desconocía si los beneficios del TUDCA sobre el estrés del RE observados en injertos preservados 
en solución HTK durante 2 horas podrían ser extrapolados a injertos hepáticos esteatósicos y no 
esteatósicos sometidos a 6 horas de preservación fría en solución de UW. Esto es de importancia ya 
que la solución UW se ha convertido en el estándar para la preservación de órganos en trasplante 
[17] y los injertos hepáticos son usualmente preservados durante 6 a 8 horas en el trasplante 
clínico. 
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receptores TLR, los receptores TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 y TLR6 se localizan en membrana 
plasmática, mientras que el TLR7, TLR8 y TLR9 se localizan en los endosomas [314,315]. 
De todos los TLR, el primero identificado en humanos y mejor caracterizado es el TLR4. Es una 
proteína transmembrana que existe principalmente en los macrófagos, como las células de Kupffer 
del hígado, y que juega un papel esencial en la respuesta frente al LPS bacteriano y en 
enfermedades infecciosas e inflamatorias [316]. Este receptor también se ha implicado en el 
reconocimiento de otros ligandos como el taxol o ligandos endógenos como las proteínas de 
choque térmico HSP60 y HSP70. 
El ligando específico para el receptor TLR4, es el LPS, componente mayoritario de la  membrana 
externa de las bacterias Gram negativas. El TLR4 no reconoce directamente al LPS, sino que debe 
unirse a la proteína adaptadora MD-2 en su parte extracelular. El LPS a su vez, se une a la proteína 
de unión a LPS y a la proteína CD14 localizada en la superficie de los fagocitos (Figura 16). 
La interacción ligando-receptor provoca una dimerización del mismo y el inicio de la cascada de 
señalización en el que intervienen varias proteínas adaptadoras (Figura 13). La vía de señalización 
consiste, al menos, en dos rutas: vía dependiente del MyD88, común a todos los receptores TLR 
excepto al TLR3 y la vía independiente de MyD88, propia del TLR4 [315]. 
Tras la unión del ligando, el receptor dimeriza y se inicia la vía dependiente del MyD88. El 
receptor cambia su conformación y facilita la unión de proteínas adaptadoras a través dominio TIR: 
la proteína de respuesta primaria de diferenciación mieloide 88 (MyD88) y la proteína adaptadora 
que contiene el dominio TIR (TIRAP), también llamada Mal. La proteína MyD88 recluta y activa a 
IRAK-4 (quinasa asociada a IL-1R) que fosforila a IRAK-1, necesario para formar un complejo 
con el factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral 6 (TRAF6). La formación del 
complejo IRAK-4/IRAK-1/TRAF6 induce un cambio conformacional que libera el complejo del 
receptor. A continuación este complejo interacciona en la membrana con la proteína unida a TAK 
(TAB2) lo que provoca la liberación de las proteínas IRAK y la formación de un nuevo complejo 
compuesto por TAB2, TAK1 (quinasa asociada a TGF-), TAB1 y TRAF6 que se libera al citosol. 
La translocación al citosol hace que TAK1 se active y provoque la activación de las MAPK y de la 
quinasa de IB (IKK) que fosforila a IB (inhibidor de NFB), degradándose ésta y liberando a 
NFB, este pasa al núcleo e induce la expresión de mediadores inflamatorios tales como la iNOS, 
la ciclooxigenasa-2 (COX2) y citocinas inflamatorias [314-316]. 
En la vía independiente de MyD88, la estimulación con LPS provoca la interacción del receptor 
con dos proteínas adaptadoras, la molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRAM) y la que 
induce IFN y que contiene el dominio TIR (TRIF), produciéndose la activación del factor de 
transcripción IRF-3 (factor regulador de interferón) que se fosforila y se transloca al núcleo donde 
induce la producción de IFN. IFN activa a las proteínas STAT (transductor de señal y activador 
de la transcripción) con la consiguiente activación de genes inducibles por interferón como IFN, 
IRF-1, IP-10 o VCAM-1 [315,317]. 
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Aunque la señalización del TLR4 es relevante en la lesión por I/R hepática, existe cierta 
controversia sobre cuáles de las vías de señalización (MyD88 y/o TRIF) es la activada tras la I/R 
hepática [319,320]. Hasta la fecha, no se ha descrito cuál es el papel del TLR4 en injertos hepáticos 
esteatósicos sometidos isquemia fría y la potencial relación existente entre el PPAR gamma y el  
TLR4 en tales condiciones.  
10. Las Adipocitoquinas (Adiponectina, Visfatina y Resistina) 
El término “adipoquina”  o “adipocitoquinas” (citoquinas del tejido adiposo) comprende a factores 
polipeptídicos sintetizados mayoritariamente en el tejido adiposo. En los últimos años, las 
investigaciones se han centrado en las adipocitoquinas como potenciales dianas terapéuticas en 
distintas patologías relacionadas con la obesidad y el síndrome metabólico. Las adipocitoquinas 
regulan la esteatosis, inflamación y fibrosis [330]. Estudios recientes han implicado las 
adipocitoquinas en la vulnerabilidad de los hígados esteatósicos a la lesión por I/R normotérmica 
[91,100,180,185]. Esto podría derivar en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas de utilidad 
para reducir la lesión por I/R en el trasplante de injertos hepáticos esteatósicos. 
10.1 Adiponectina y la lesión por I/R hepática 
  
La adiponectina es una proteína que circula en el plasma como una estructura trimérica de peso 
molecular bajo (LMW), estructura hexamérica de peso molecular medio (MMW) y polimérica o de 
peso molecular alto (HMW), pero las actividades metabólicas se relacionan principalmente con la 
forma HMW que es la forma más activa en el hígado [331-333].  
Los principales receptores de la adiponectina in vivo son AdipoR1 y AdipoR2 que pertenecen a la 
familia de receptores que contienen dominios transmembrana. AdipoR1 se expresa 
abundantemente en el músculo y está estrechamente vinculado a la activación de la vía AMPK que 
regula la inhibición de la gluconeogénesis junto con una mayor oxidación de ácidos grasos. Y 
AdipoR2 se expresa en el músculo y en el hígado, y parece asociarse con la activación del PPAR, 
la inhibición de la inflamación y del estrés oxidativo [334] (Figura 17).  
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oxidativo y el daño hepático. En otro estudio, realizado en injertos hepáticos esteatósico de tamaño 
reducido, se demostraron niveles séricos elevados de adiponectina posterior al trasplante [340]. El 
tratamiento con adiponectina ejerció efectos anti-inflamatorios y mejoró la microcirculación 
hepática. Los efectos anti-inflamatorios de la adiponectina fueron mediados por la Akt y el NO. 
Adicionalmente, en el mismo estudio [340] se demostraron las propiedades anti-obesidad y 
regenerativas de la adiponectina en trasplantes con injertos esteatósicos de tamaño reducido.  
Los datos mencionados sugieren que el papel de la adiponectina depende de las condiciones 
quirúrgicas, y hasta el momento no se ha evaluado si la adiponectina es capaz de proteger a los 
injertos hepáticos esteatósicos sometidos a 6 horas de isquemia fría, lo cual, como ya se ha 
mencionado, es comúnmente usado en el trasplante hepático procedente de donante cadavérico. Se 
desconoce también el efecto del PC sobre la adiponectina en el contexto del trasplante hepático. 
10.2  Visfatina y Resistina y la lesión por I/R hepática 
La visfatina denominada inicialmente como nicotinamida foforribosiltransferasa (Nampt), es una 
proteína de 52 kDa, sintetizada por células de la médula ósea, del hígado, del musculo y linfocitos. 
Inicialmente se le identificó como un factor estimulante de las colonias de células pre-B (PBEF) 
que inhibe la apoptosis de los neutrófilos activados y aumenta la maduración de precursores de 
células  en presencia de IL-7. Posteriormente Nampt/PBEF fue reconocida como una citoquina 
liberada por el tejido adiposo y se le dio el nombre de visfatina. La fuente principal de la visfatina 
son los macrófagos infiltrados en el tejido adiposo visceral, en respuesta a un proceso inflamatorio 
[341,342]   
La resistina es una hormona dimérica de 114 aminoácidos recientemente descrita, que recibe su 
nombre por su supuesto efecto sobre la inducción de resistencia a la insulina en ratones. En el 
ratón, la resistina se expresa mayoritariamente en el tejido adiposo. En humanos no se expresa 
normalmente en los adipocitos, sino en otros tipos celulares, principalmente los macrófagos y los 
monocitos [343]. Circula en sangre bajo dos formas distintas de ensamblaje: HMW y LMW, siendo 
esta última la biológicamente activa. Hasta el momento no se conocen con exactitud las posibles 
funciones biológicas de la resistina. Se ha propuesto que la resistina podría jugar un papel en el 
desarrollo de resistencia a la insulina, en la adipogénesis y en la inflamación, aunque existen 
grandes divergencias entre los diferentes estudios. Estas discrepancias pueden deberse a la 
metodología empleada en su determinación, a diferencias en el comportamiento de la misma en los 
distintos modelos animales empleados y a que pueda ser diferente su regulación dependiendo de si 
se trata de una situación fisiológica o de una patología [343,344]. 
Se ha descrito que la resistina ejerce un efecto perjudicial en patologías hepáticas. La resistina se 
correlaciona con marcadores de inflamación [344]. De hecho, niveles incrementados de resistina se 
han relacionado a la severidad de la enfermedad en pacientes con esteatohepatitis no alcohólica 
[345] y en pacientes con cirrosis [346].   
Por otro lado, el papel de la visfatina en la patogénesis de las enfermedades hepáticas es menos 
claro. Teniendo en cuenta que la visfatina muestra propiedades pro-inflamatorias en diversos 
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trastornos inflamatorios tales como la sepsis y la enfermedad intestinal inflamatoria [347,348], se 
sugirió que la visfatina podría ser uno de los mediadores implicados en situaciones clínicas que 
cursan con la combinación de obesidad e inflamación. Además se ha demostrado un papel 
potencial para la visfatina en la patogénesis y la progresión de la esteatohepatitis no alcohólica 
[349]. Sin embargo, existen resultados opuestos con respecto al papel de la visfatina indicando que 
esta adipocitoquina puede tener efectos hepatoprotectores [350], o incluso que no parece estar 
asociado con inflamación [351].  
Los efectos de la visfatina o de la resistina en la lesión por I/R en los hígados esteatósicos no han 
sido determinados previamente, ni tampoco se conoce si el PC ejerce algún efecto sobre estas 
adipocitoquinas.  En el contexto de la isquemia, sólo existen estudios que han investigado el papel 
de visfatina y resistina en corazón y cerebro [352]. Se ha demostrado que los mecanismos 
moleculares de señalización para ambas adipocitoquinas cursan a través de la vía PI3K/Akt en 
isquemia cardiaca [353,354]. Tal y como se ha comentado anteriormente, la vía PI3K/Akt está 
implicada en los efectos beneficiosos del PC en la I/R hepática [17]. Teniendo en cuenta la 
implicación de ambas adipocitoquinas en la infiltración grasa y la inflamación (ambas condiciones 
presentes en la lesión por I/R en hígados esteatósicos), no se puede descartar la posibilidad de que 
ambas adipocitoquinas desempeñen un papel en la I/R hepática y/o en el PC en injertos hepáticos 
esteatósicos sometidos a trasplante.  
Objetivos 
La lesión por I/R hepática, inherente al trasplante hepático, continúa siendo un problema sin 
resolver en la práctica clínica, especialmente cuando se trasplantan injertos esteatósicos. El PC ha 
demostrado ser efectivo en la clínica para proteger a los hígados esteatósicos frente a la lesión por 
I/R normotérmica, pero hasta la fecha no hay estudios clínicos concluyentes sobre su utilidad en el 
trasplante hepático.  
Los objetivos planteados en la presente tesis son los siguientes: 
ESTUDIO 1.
Investigar el papel del AMPc en la lesión por I/R asociada al trasplante en injertos 
esteatósicos y no esteatósicos, así como su implicación en el efecto protector del PC. 
ESTUDIO 2.
Investigar si el TUDCA es capaz de proteger a los injertos hepáticos esteatósicos y no 
esteatósicos sometidos a trasplante y evaluar sus posibles mecanismos de protección, 
centrándonos principalmente en el PPAR y el TLR4. 
ESTUDIO 3.
Investigar el papel de las adipocitoquinas tales como la adiponectina, la resistina y la 
visfatina en la lesión por I/R en injertos hepáticos esteatósicos y no esteatósicos sometidos 
a trasplante, así como su implicación en los efectos protectores del PC.  
Los resultados que se obtengan a partir de tales investigaciones podrían derivar en nuevas 
aplicaciones clínicas del PC en el trasplante hepático, así como en el diseño de nuevas estrategias 
farmacológicas para mimetizar su efectividad. Esto incidiría en una mayor tolerancia de los injertos 
esteatósicos a la lesión por I/R asociada al trasplante y a su vez, en una mayor disponibilidad de 
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injertos hepáticos para trasplante reduciendo en consecuencia las listas de espera de pacientes que 
requieren un trasplante de hígado. 
Material y Métodos 
1. Animales de Experimentación 
Los animales de experimentación utilizados en los diferentes estudios experimentales de esta tesis 
fueron ratas macho de la cepa Zucker (Iffa-Credo, L’Abresle, France), las cuales fueron mantenidas 
en el estabulario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Barcelona, como mínimo durante 
una semana antes llevar a cabo la intervención quirúrgica. Las condiciones ambientales se 
mantuvieron constantes: temperatura de 21 a 22ºC, humedad relativa del 70% y ciclos de luz-
oscuridad de 12 horas. Los animales se alimentaron ad libitum  con una dieta con un 12% de grasa, 
un 28% de proteína y un 60% de hidratos de carbono (5001 rodent diet; PMI Inc., Brentwood, MO, 
USA). Todos los estudios se realizaron de acuerdo con las normas reguladoras de la Unión Europea 
para modelos de experimentación animal (Directiva 86/609/ECC). 
Las ratas de la cepa Zucker constituyen un modelo bien definido de obesidad inducida 
nutricionalmente [355]. A diferencia de otros modelos experimentales de esteatosis hepática que 
utilizan una dieta deficiente en los aminoácidos colina-metionina o dietas ricas en colesterol con o 
sin ingesta de alcohol; las esteatosis hepática que se produce en este modelo experimental, no está 
asociada con inflamación hepática [114]. Las ratas Zucker presentan  dos fenotipos  diferentes: las 
ratas Zucker homocigotas fa/fa de fenotipo obeso (Ob), que carecen de receptores cerebrales de 
leptina y desarrollan obesidad desde las 8 semanas de edad debido al  incremento en la ingesta de 
comida y a la disminución del gasto energético; y las ratas Zucker heterocigotas fa/-, que tienen 
receptores cerebrales de leptina y mantienen un fenotipo delgado a lo largo de toda la vida (Ln) 
[356] (Figura 18).  
Para los diferentes experimentos se utilizaron ratas Zucker Ob o Ln como donantes y como 
receptores se utilizaron siempre ratas Zucker Ln. Las ratas donantes Ob tenían de 10 a 11 semanas 
de edad al realizarse la intervención y las Ln de 12 a 13 semanas. Debido a que hígados con 
esteatosis moderada suelen ser descartados como injertos para trasplante en muchas ocasiones por 
su riesgo mayor de desarrollar FPI, se seleccionaron ratas Zucker Ob de 10 a 11 semanas 
atendiendo a que a esta edad los hígados presentan esteatosis moderada. Mediante la tinción Red 
Oil O, se observó que las ratas Ob donantes utilizadas en el modelo de trasplante ortotópico de 
hígado presentaban una infiltración grasa moderada (entre el 40-60%), de tipo macro y 
microvesicular en el citoplasma de los hepatocitos, mientras que los animales Ln no se observó 
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2. Modelo Experimental 
2.1 Trasplante hepático ortotópico
• Anestesia 
Todos los procedimientos quirúrgicos se llevaron a cabo bajo anestesia inhalatoria. La inducción 
anestésica se realizó con isofluorano (Forane®, Abott Laboratories, Chicago, IL., USA) al 4% con 
un flujo de oxígeno de 2.5 a 3 L/min. El mantenimiento de la anestesia en los animales donantes 
consistió en la inhalación de isoflurano al 1.5-2%, y flujo de oxígeno de 2-2.5 L/min, hasta el 
momento de la perfusión del hígado con solución de preservación de UW y la posterior parada 
cardiaca. En el receptor la anestesia se interrumpió al inicio de la fase anhepática y al finalizar este 
periodo se reinicio, manteniéndose con un 0.5-1% de isofluorano hasta finalizar la intervención. El 
flujo de oxígeno fue constante durante toda la operación (2-2.5 L/min). 
Procedimiento quirúrgico del trasplante hepático ortotópico 
El trasplante ortotópico de hígado se realizó según la técnica del doble “cuff” descrita por Kamada 
y colaboradores, [358] sin reconstrucción de la arteria hepática. La técnica quirúrgica consta de 3 
etapas: cirugía del donante, cirugía del banco y cirugía del receptor.  
• Cirugía del donante 
Una vez inducida la anestesia en la rata donante, se rasuró el abdomen, se colocó en posición 
decúbito supino sobre la mesa de operaciones y se inmovilizó. El campo quirúrgico  se lavó con 
povidona iodada y se realizó una laparotomía transversal, aproximadamente a 1 cm por debajo del 
apéndice xifoides. A continuación se seccionaron los ligamentos hepáticos, y se liberó la vena cava 
inferior. Posteriormente se diseccionó el pedículo renal derecho y se ligó la arteria y la vena renal 
derecha, así como también las venas suprarrenal y lumbar derechas. En el hilio hepático se separó 
la vena porta de la arteria hepática y del conducto biliar común. Se ligaron las ramas esplénica y 
pilórica de la vena porta, y el conducto biliar se canuló con un catéter de polietileno que se fijó con 
una doble ligadura de seda 6/0. En seguida se liberó y ligó la vena diafragmática derecha, y se 
separó la arteria aorta de la vena cava inferior.  
Minutos antes de la perfusión del hígado con la solución de preservación, se administraron 300 
unidades de heparina por vía intravenosa. Una vez preparado el órgano para su extracción se canuló 
la aorta mediante un catéter y se comenzó la perfusión del injerto; se ocluyó la aorta torácica, 
previa apertura del diafragma, se seccionó la vena cava inferior suprahepática por encima del 
diafragma y se comenzó la perfusión del injerto con 50 ml de solución de preservación de UW. 
Una vez perfundido el hígado, se procedió a la extracción del hígado donante y se colocó en un 
baño con solución de preservación de UW a 4ºC (Figura 20). 
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3. Diseño Experimental 
3.1 Estudio 1 
Papel del Adenosín monofosfato-3’,5’ cíclico (AMPc) en la lesión hepática por I/R 
asociada al trasplante hepático de injertos esteatósicos y no-esteatósicos, así como en 
los efectos protectores del PC. 
En la Tabla 6 se presenta un resumen del diseño experimental y las determinaciones analíticas 
realizadas en este estudio. Los protocolos experimentales se describen en detalle a continuación. 
Protocolo 1 
Para evaluar los niveles del AMPc en el trasplante de injertos esteatósicos y no esteatósicos, se 
realizaron los grupos experimentales siguientes. 
1.  Sham (n=12 ratas Zucker, 6 Ln y 6 Ob): Animales Zucker Ln y Ob sometidos a anestesia 
y laparotomía transversal.  Se ligaron las venas suprarrenal derecha, la arteria hepática y la 
vena diafragmática. 
2.  Trasplante hepático (TH) (n=24 ratas Zucker, 12 trasplantes): Este grupo se dividió en dos 
subgrupos:  
2.1 Trasplante hepático con injerto esteatósico (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, 6 ratas 
Ob donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los hígados esteatósicos extraídos de ratas 
Zucker Ob (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solución de preservación 
fría UW durante 6 horas. El trasplante hepático ortotópico estándar utilizando ratas 
Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizó de acuerdo a la técnica de doble 
cuff sin reconstrucción de la arteria hepática de Kamada [358]. 
2.2 Trasplante hepático con injerto no esteatósico (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, 6 
ratas Ln donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los hígados no esteatósicos extraídos de 
ratas Zucker Ln (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solución de 
preservación fría UW durante 6 horas. El trasplante hepático ortotópico estándar 
utilizando ratas Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizó de acuerdo a la 
técnica de doble cuff sin reconstrucción de la arteria hepática de Kamada [358]. 
3. Precondicionamiento Isquémico + Trasplante hepático (PC+TH) (n=24 ratas Zucker, 12 
trasplantes): Igual que el grupo 2, pero con PC, inducido por 5 minutos de isquemia 
seguido de 10 minutos de reperfusión en el hígado de la rata donante previo a la perfusión 
del hígado con la solución UW. El tiempo de PC utilizado ha demostrado ser eficaz frente 
al daño por I/R hepática en el modelo de trasplante hepático con injerto esteatósico 
[125,252]. 
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La duración de los períodos de isquemia fría y de reperfusión aplicados para la realización de esta 
tesis están basados en estudios anteriores en los que observó que 6 horas de isquemia fría es 
suficiente para inducir lesión por I/R tanto en injertos esteatósicos como en no-esteatósicos 
sometidos a trasplante y además es un tiempo de isquemia fría normalmente utilizado en la práctica 
clínica. Las 4 horas de reperfusión están dentro del margen de tiempo en el que se observan los 
niveles máximos en los parámetros de lesión hepática [83,113,114,125,180,252,359,360].   
En los grupos experimentales descritos, se recogieron muestras de plasma e hígado después de 4 
horas de reperfusión y se midieron los niveles de AMPc. En el grupo Sham, las muestras de hígado 
y tejido se tomaron 4 horas  después de la laparotomía y ligadura de los vasos sanguíneos.  
Protocolo 2 
Para evaluar la lesión hepática por I/R y la supervivencia asociada al trasplante de injertos 
esteatósicos después de la modulación farmacológica del AMPc, así como la implicación del 
AMPc en los efectos protectores del PC, se establecieron 2 protocolos con los siguientes grupos 
experimentales. 
Protocolo 2.1. Para evaluar la lesión hepática tras la modulación farmacológica del AMPc en el 
trasplante hepático de injertos esteatósicos, se añadieron los siguientes grupos experimentales:  
4. Trasplante hepático + Inhibidor de la adenilato ciclasa (TH+SQ22536) (n=12 ratas Zucker, 
6 trasplantes en los que se utilizaron Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con 
administración previa de un inhibidor de la adenilato ciclasa (SQ22536), a dosis de 300 
µg/kg por vía intraperitoneal, 5 minutos antes del procedimiento quirúrgico en el donante 
[361,362].  
5.   Precondicionamiento isquémico + Trasplante hepático + Activador de la adenilato ciclasa 
(PC+TH+forskolin) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes en los que se utilizaron Ob como 
donantes): Igual que el grupo 3.1, pero con administración previa de un activador de la 
adenilato ciclasa (forskolin), a dosis de 100 µg/kg por vía intraperitoneal, 5 minutos antes 
del procedimiento quirúrgico en el donante [361,363].  
6. Trasplante hepático + Inhibidor de la adenilato ciclasa + Análogo del AMPc
(TH+SQ22536+DBcAMP) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes en los que se utilizaron Ob 
como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con administración previa de un inhibidor de 
la adenilato ciclasa (SQ22536), a dosis de 300 µg/kg por vía intraperitoneal y un análogo 
del AMPc (DBcAMP), a dosis de 15 mg/kg por vía intravenosa, 5 minutos antes del 
procedimiento quirúrgico en el donante [293,362,363].  
7.   Precondicionamiento isquémico + Trasplante hepático + Análogo del AMPc 
(PC+TH+DBcAMP) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes en los que se utilizaron Ob como 
donantes): Igual que el grupo 3.1, pero con administración previa de un análogo del AMPc 
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(DBcAMP), a dosis de 15 mg/kg por vía intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante [293,362,363].  
Para evaluar la lesión hepática se realizó la determinación de transaminasas en plasma, el estudio 
histológico del tejido hepático y se evaluó los niveles de AMPc en muestras de plasma y tejido 
hepático de todos los grupos experimentales descritos en este protocolo, tras 4 horas de reperfusión. 
Protocolo 2.2 Para evaluar la supervivencia de los receptores tras la modulación farmacológica del 
AMPc se monitorizaron los animales correspondientes a los grupos 2.1 y 3.1 (Protocolo 1)  y 
grupos 4 y 5 (Protocolo 2) durante 14 días después de la cirugía, tal y como se ha descrito en otros 
estudios [180].  
Protocolo 3 
Para investigar si los beneficios de estrategias que bloquean el AMPc cursan a través de cambios en 
el NO en trasplante hepático con injertos esteatósicos, se añadieron los grupos experimentales 
siguientes: 
8. Trasplante hepático + Inhibidor de la adenilato ciclasa + Inhibidor de la óxido nítrico 
sintasa (TH+SQ22536+L-NAME) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes en los que se utilizaron 
Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con administración previa de un inhibidor 
de la adenilato ciclasa (SQ22536), a dosis de 300 µg/kg por vía intraperitoneal, y un 
inhibidor de la óxido nítrico sintasa (L-NAME), a dosis de 10 mg/kg por vía intravenosa, 5 
minutos antes del procedimiento quirúrgico en el donante [238,364].  
9. Precondicionamiento isquémico + Trasplante hepático + Inhibidor de la óxido nítrico 
sintasa (PC+TH+L-NAME) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes en los que se utilizaron Ob 
como donantes): Igual que el grupo 3.1, pero con administración previa de un inhibidor de 
la óxido nítrico sintasa (L-NAME), a dosis de 10 mg/kg por vía intravenosa, 5 minutos 
antes del procedimiento quirúrgico en el donante [238,364].  
Después de 4 horas de reperfusión, se recogieron muestras de plasma e hígado en estos grupos 
experimentales. Para investigar una posible implicación del NO en los mecanismos de protección 
se determinaron los niveles de nitritos y nitratos, eNOS, e iNOS en tejido hepático en los grupos 
experimentales 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1) y 4 y 5 (Protocolo 2). De la misma manera, se 
determinaron las transaminasas, el ácido hialuronico, la permeabilidad vascular y el edema y se 
realizó un estudio histológico en los grupos experimentales 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1), grupos 4 y 5 
(Protocolo 2) y grupos 8 y 9 del presente protocolo. 
Protocolo 4 
Para evaluar si las estrategias que bloquean el AMPc afectan el metabolismo energético de los 
hígados esteatósicos durante la isquemia fría (antes de ser implantados en el receptor), se añadieron 
los grupos experimentales siguientes: 
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10. Isquemia Fría (IF) (n=6 ratas Zucker Ob como donantes): Los hígados esteatósicos 
extraídos de ratas Zucker Ob se perfundieron y se preservaron con solución de 
preservación fría UW durante 6 horas. 
11. Precondicionamiento isquémico + Isquemia Fría (PC+IF) (n=6 ratas Zucker Ob como 
donantes): Igual que el grupo 10, pero con PC, inducido por 5 minutos de isquemia seguido 
de 10 minutos de reperfusión en el hígado de la rata donante previo a la perfusión del 
hígado con la solución UW.  
12. Isquemia Fría + Inhibidor de la adenilato ciclasa (IF+SQ22536) (n=6 ratas Zucker Ob 
como donantes): Igual que el grupo 10, pero con administración previa de un inhibidor de 
la adenilato ciclasa (SQ22536), a dosis de 300 µg/kg por vía intraperitoneal, 5 minutos 
antes del procedimiento quirúrgico en el donante [361,362].  
13. Precondicionamiento isquémico + Isquemia Fría + Activador de la adenilato ciclasa 
(PC+IF+forskolin) (n=6 ratas Zucker Ob como donantes): Igual que el grupo 11, pero con 
administración previa de un activador de la adenilato ciclasa (forskolin), a dosis de 100 
µg/kg por vía intraperitoneal, 5 minutos antes del procedimiento quirúrgico en el donante 
[361,363]. 
14. Precondicionamiento isquémico + Isquemia Fría + Inhibidor de la óxido nítrico sintasa
(PC+IF+L-NAME) (n=6 ratas Zucker Ob como donantes): Igual que el grupo 11, pero con 
administración previa de un activador de un inhibidor de la óxido nítrico sintasa (L-
NAME), a dosis de 10 mg/kg por vía intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante [238,364]. 
Después de 1, 2 y 4 horas de reperfusión, se recogieron muestras de hígado en los grupos 
experimentales 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1), 4 y 5 (Protocolo 2) y 8 y 9 (Protocolo 3), para evaluar 
ATP y nucleótidos de adenina. De la misma manera, para evaluar el efecto del bloqueo del AMPc 
sobre el metabolismo energético de los injertos esteatósicos se determinó ATP, nucleótidos de 
adenina, nucleósidos, bases, AMPc, hexosas 6-fosfato y lactato, 1, 3 y 6 horas después de la 
isquemia fría en los grupos experimentales 10 al 14 de este protocolo. 
Protocolo 5 
Para evaluar el efecto del bloqueo del AMPc sobre el estrés oxidativo, se analizaron los niveles de 
malondialdehído (MDA), nitrotirosinas, XDH/XOD, SOD y GSH en muestras de tejido hepático 
correspondientes a los grupos experimentales 1, 2.1, 3.1 (Protocolo 1), 4 y 5 (Protocolo 2) y 8 y 9 
(Protocolo 3) a las 4 horas después de la reperfusión.  
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Diseño Experimental del Estudio 1 
El AMPc en el trasplante hepático de injertos esteatósicos y no esteatósicos 
procedente de ratas Zucker
Protocolo 1. Niveles AMPc en el trasplante hepático de injertos esteatósicos y no esteatósicos 
Grupos experimentales 
1. Sham (n=12, 6 Ln y 6 Ob) 
2. TH (12 trasplantes) 
2.1 TH Ob (6 injertos Ob)  
2.2 TH Ln  (6 injertos Ln) 
3. PC+TH (12 trasplantes)
3.1 PC+TH Ob (6 injertos Ob)  
3.2 PC+TH Ln  (6 injertos Ln)
Determinaciones analíticas 
Grupos 1, 2 y 3: AMPc 4 horas después de reperfusión.
Protocolo 2. Evaluación del daño hepático y la supervivencia en el trasplante hepático de injertos esteatósicos tras 
la modulación del AMPc  
Grupos experimentales 
Protocolo 2.1 Daño Hepático  
4. TH+SQ22536 (6 trasplantes, 6 injertos Ob) 
5. PC+TH+forskolin (6 trasplantes, 6 injertos Ob) 
6. TH+ SQ22536+DBcAMP (6 trasplantes, 6 injertos Ob) 
7. PC+TH+ DBcAMP (6 trasplantes, 6 injertos Ob) 
Protocolo 2.2 Supervivencia (10 trasplantes, 10 injertos Ob)
Determinaciones analíticas 
Protocolo 2.1 
Grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1), 4, 5, 6 y 7 (Protocolo 2): AMPc, 
transaminasas y estudio histológico 4 horas después de reperfusión. 
Protocolo 2.2
Grupos 2.1 y 3.1 (Protocolo 1), 4 y 5 (Protocolo 2): Supervivencia del 
receptor durante 14 días
Protocolo 3. Implicación del NO en los beneficios de las estrategias que bloquean el AMPc en injertos esteatósicos 
Grupos experimentales 
8. TH+SQ22536+L-NAME (6 trasplantes, 6 injertos Ob) 
9. PC+TH+L-NAME (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
Determinaciones analíticas 
Grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1) 4 y 5 (Protocolo 2): Nitritos y 
nitratos, eNOS e iNOS 4 horas después de reperfusión. 
Grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1), 4 y 5 (Protocolo 2) y  
8 y 9 (Protocolo 3): Transaminasas, estudio histológico, ácido 
hialuronico, permeabilidad vascular y edema 4 horas después de 
reperfusión.
Protocolo 4. Efecto de las estrategias que bloquean el AMPc sobre el metabolismo energético de los injertos 
esteatósicos 
Grupos experimentales 
10. IF (6 ratas, 6 injertos Ob) 
11. PC+IF (6 ratas, 6 injertos Ob) 
12. IF+SQ22536 (6 ratas, 6 injertos Ob) 
13. PC+IF+forskolin (6 ratas, 6 injertos Ob) 
14. PC+IF+L-NAME (6 ratas, 6 injertos Ob
Determinaciones analíticas 
Grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1) 4 y 5 (Protocolo 2),  
8 y 9 (Protocolo 3): ATP y nucleótidos de adenina, 1, 2 y 4 horas 
después de reperfusión. 
Grupos 10 a 14: ATP, nucleótidos de adenina, nucleosidos, bases, 
AMPc, hexosas 6-fosfato y lactato, 1, 3 y 6 horas después de la 
isquemia fría.
Protocolo 5. Efecto de las estrategias que bloquean el AMPc sobre el estrés oxidativo en injertos esteatósicos 
Grupos experimentales 
Grupos 1, 2.1, 3.1 (Protocolo 1), 4 y 5 (Protocolo 2), 8 y 9 
(Protocolo 3)
Determinaciones analíticas 
MDA, Nitrotirosinas, XDH/XOD, SOD y GSH 4 horas después de 
reperfusión. 
Protocolo de administración de los fármacos utilizados





Inhibidor de la adenilato ciclasa  
Activador de la adenilato ciclasa  
Análogo del AMPc   
Inhibidor de la óxido nítrico sintasa  
30 g/kg vía intraperitoneal, 5 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante.  
100 g/kg vía intraperitoneal, 5 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante. 
15 g/kg vía intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante. 
10 g/kg vía intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante. 
Tabla 6. Diseño experimental y determinaciones analíticas del Estudio 1. 
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3.2 Estudio 2 
Efecto del TUDCA sobre la lesión hepática por I/R asociada al trasplante de injertos 
esteatósicos y no esteatósicos e investigación de los mecanismos de señalización 
subyacentes. 
En la Tabla 7 se presenta un resumen del diseño experimental y las determinaciones analíticas 
realizadas en este Estudio. 
Protocolo 1
Para evaluar el papel del TUDCA en la lesión hepática por I/R asociada al trasplante singénico de 
injertos esteatósicos y no esteatósicos, se establecieron 3 protocolos con los grupos experimentales 
siguientes. 
Protocolo 1.1. Para evaluar el efecto del TUDCA en la lesión hepática en el trasplante hepático 
singénico de hígados esteatósicos y no esteatósicos, se realizaron los siguientes grupos 
experimentales: 
1.  Sham (n=12, 6 Ln y 6 Ob): Animales Zucker Ln y Ob sometidos a anestesia, laparotomía 
transversal. Se ligaron las venas suprarrenal derecha, la arteria hepática y la vena 
diafragmática. 
2.  Trasplante hepático (TH) (n=24 ratas Zucker): Este grupo se dividió en dos subgrupos:  
2.1 Trasplante hepático con injerto esteatósico (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, 6 ratas 
Ob donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los hígados esteatósicos extraídos de ratas 
Zucker Ob (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solución de preservación 
fría UW durante 6 horas. El trasplante hepático ortotópico estándar utilizando ratas 
Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizó de acuerdo a la técnica de doble 
cuff sin reconstrucción de la arteria hepática de Kamada [358]. 
2.2 Trasplante hepático con injerto no esteatósico (n=12 ratas, 6 trasplantes, 6 ratas Ln 
donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los hígados no esteatósicos extraídos de ratas 
Zucker Ln (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solución de preservación 
fría UW durante 6 horas. El trasplante hepático ortotópico estándar utilizando ratas 
Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizó de acuerdo a la técnica de doble 
cuff sin reconstrucción de la arteria hepática de Kamada [358]. 
3. Trasplante hepático + TUDCA (TH+TUDCA) (n=24 ratas Zucker, 12 trasplantes, en 6 de 
ellos se utilizaron ratas Ob como donantes y en los otros 6 se utilizaron ratas Ln como 
donantes): Los subgrupos 3.1 y 3.2 son similares a los subgrupos 2.1 y 2.2, 
respectivamente, pero con administración previa de TUDCA (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
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MO, USA), en el donante a dosis de 100 mg/kg por vía intravenosa, 10 minutos antes del 
procedimiento quirúrgico [193]. 
Protocolo 1.2. Para evaluar el papel de PPAR en los efectos inducidos por el TUDCA sobre la 
lesión hepática en el trasplante singénico de hígados esteatósicos, se añadieron los grupos 
experimentales siguientes: 
4. Trasplante hepático + PPAR antagonista (TH+PPAR antagonista) (n=12 ratas Zucker, 6 
trasplantes, en los cuales se utilizaron  ratas Ob como donantes). Igual que el grupo 2.1, 
pero con administración previa de GW9662 (Alexis Biochemicals, Lausen, Suiza),  un 
antagonista del PPAR a dosis de 1 mg/kg por vía intraperitoneal, 1 hora antes del 
procedimiento quirúrgico en el donante [180].  
5. Trasplante hepático + TUDCA + PPAR agonista (TH+TUDCA+PPAR antagonista)
(n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron  ratas Ob como donantes). 
Igual que el grupo 2.1, pero con administración previa de TUDCA (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA), a dosis de 100 mg/kg por vía intravenosa, 10 minutos antes del 
procedimiento y Rosiglitazona (Alexis Biochemicals, Lausen, Suiza), un agonista del 
PPAR , a dosis de 3 mg/kg por vía intraperitoneal, 1 hora antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante [180].  
Protocolo 1.3. Para evaluar si el PPAR era capaz de modular la vía del TLR4 en el trasplante 
hepático singénico de injertos esteatósicos, se añadieron los grupos experimentales siguientes. 
6. Trasplante hepático + PPAR antagonista + anti-TLR4 (TH+PPAR antagonista+anti-
TLR4) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron  ratas Ob como 
donantes). Igual que el grupo 2.1, pero con administración previa de GW9662 (Alexis 
Biochemicals, Lausen, Suiza),  un antagonista del PPAR a dosis de 1 mg/kg por vía 
intraperitoneal, 1 hora antes del procedimiento y un anticuerpo dirigido contra el TLR4 de 
rata, a dosis de 3 mg/kg por vía intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirúrgico 
en el donante [180,365].  
7. Trasplante hepático + TLR4 agonista (TH+TLR4 agonista) (n=12 ratas Zucker, 6 
trasplantes, en los cuales se utilizaron  ratas Ob como donantes). Igual que el grupo 2.1, 
pero con administración previa de MPLA (Enzo Life Sciences, Lausen, Suiza), un agonista 
del TLR4, a dosis de 500 µg/kg por vía intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante [366].  
8. Trasplante hepático + anti-TLR4 (TH+ anti-TLR4) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en 
los cuales se utilizaron  ratas Ob como donantes). Igual que el grupo 2.1, pero con 
administración previa de un anticuerpo dirigido contra el TLR4 a dosis de 3 mg/kg por vía 
intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirúrgico en el donante [365].  
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En los grupos experimentales descritos, se recogieron muestras de plasma e hígado después de 4 
horas de reperfusión.  Se evaluó la lesión hepática mediante la determinación de transaminasas en 
plasma y se realizó un estudio histológico del tejido hepático. En los grupos experimentales 1, 2.1 y 
3.1 (Protocolo 1.1), se evaluaron los marcadores del estrés del RE, MDA, nitrotirosinas y niveles 
de PPAR. Se determinó la vía del TLR4 en los grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1.1) y 4 y 5 
(Protocolo 1.2). Se analizó la mieloperoxidasa (MPO), TNF, IL-1 e IL-6 en los grupos 1, 2.1 
(Protocolo 1.1) y 8 (Protocolo 1.3). Se monitorizó la supervivencia de los receptores tras 14 días en 
los grupos 2.1 y 3.1 (Protocolo 1.1), 4 y 5 (Protocolo 1.2), 6 y 7 (Protocolo 1.3).
Para evaluar si el efecto del TUDCA sobre el estrés del RE, PPAR y la vía del TLR4, era puntual 
o mantenido a lo largo de la reperfusión, se añadieron nuevos grupos sujetos a intervenciones 
similares a las descritas en los grupos 2.1 y 3.1 (Protocolo 1.1). En tales condiciones, se 
determinaron los marcadores del estrés del RE, los niveles de PPAR y la vía del TLR4, tras 1, 2, 
4, 12 y 18 horas después de reperfusión.  
Protocolo 2 
Para evaluar el papel del TUDCA y el TLR4 en la lesión hepática por I/R asociada al trasplante 
alogénico de injertos esteatósicos y no esteatósicos, se realizaron los grupos experimentales 
siguientes: 
9. Sham (n=12 ratas, 6 WS Ln y 6 SD Ob): Animales Wistar (WS) Ln y Sprague Dawley 
(SD) Ob, fueron sometidos a anestesia, laparotomía transversal. Se ligaron las venas 
suprarrenal derecha, la arteria hepática y la vena diafragmática. 
10. Trasplante hepático alogénico (THalogenico) (n=24 ratas, 12 trasplantes): Este grupo se 
dividió en dos subgrupos:  
10.1 Trasplante hepático alogénico con injerto esteatósico (n=12 ratas, 6 trasplantes, 6 
ratas SD Ob donantes y 6 ratas WS Ln receptoras): Los hígados esteatósicos extraídos 
de ratas Sprague Dawley Ob (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solución 
de preservación fría UW durante 6 horas. El trasplante hepático ortotópico estándar 
utilizando ratas Wistar Ln como receptores (n=6 ratas), se realizó de acuerdo a la 
técnica de doble cuff sin reconstrucción de la arteria hepática de Kamada [358]. Esta 
combinación SD a WS es completamente alogénica y resulta en un agudo rechazo del 
trasplante hepático [357]. 
10.2 Trasplante hepático alogénico con injerto no esteatósico (n=12 ratas, 6 trasplantes, 6 
ratas SD Ln donantes y 6 ratas WS Ln receptoras): Los hígados no esteatósicos 
extraídos de ratas Sprague Dawley Ln (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron 
con solución de preservación fría UW durante 6 horas. El trasplante hepático 
ortotópico estándar utilizando ratas Wistar Ln como receptores (n=6 ratas), se realizó 
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de acuerdo a la técnica de doble cuff sin reconstrucción de la arteria hepática de 
Kamada [358]. 
11. Trasplante hepático alogénico + TUDCA (THalogénico+TUDCA) (n=24 ratas, 12 trasplantes): 
Los subgrupos 11.1 y 11.2 son similares a los grupos 10.1 y 10.2, respectivamente, pero 
con administración previa de TUDCA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), en el 
donante a dosis de 100 mg/kg por vía intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico [193]. 
12. Trasplante hepático alogénico + TLR4 agonista (THalogenico+TLR4 agonista) (n=12 ratas, 6 
trasplantes, en los cuales se utilizaron 6 ratas SD Ob donantes y 6 ratas WS Ln receptoras). 
Igual que el grupo 10.1, pero con administración previa de MPLA (Enzo Life Sciences, 
Lausen, Suiza), un agonista del TLR4, a dosis de 500 µg/kg por vía intravenosa, 10 
minutos antes del procedimiento quirúrgico en el donante [366].  
Al final del procedimiento quirúrgico se recogieron muestras de plasma e hígado después de 4 
horas de reperfusión. Se evaluó la lesión hepática mediante la determinación de transaminasas en 
plasma y el estudio histológico del tejido hepático. De la misma manera, se determinaron los 
marcadores del estrés del RE, los niveles de PPAR y la vía del TLR4, así como la supervivencia 
de los receptores tras 14 días en los grupos experimentales 10.1, 11.1 y 12 (Protocolo 2).
Los vehículos usados para la administración de los fármacos en los diferentes protocolos de este 
estudio fueron: tampón fosfato salino (PBS) (Invitrogen, Gry Isly, NY, USA) para anticuerpo anti-
TLR4; dimetilsulfóxido  (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para GW9662 y Rosiglitazona; y 
solución salina fisiológica para TUDCA y MPLA, respectivamente.  
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Diseño Experimental del Estudio 2 
Efecto del TUDCA sobre PPAR y TLR4 en el trasplante hepático de injertos esteatósicos y no 
esteatósicos
Protocolo 1. Trasplante hepático singénico 
Protocolo 1.1. Efecto del TUDCA en el daño hepático en injertos esteatósicos y no esteatósicos sometidos a trasplante 
hepático singénico 
Grupos experimentales 
1. Sham (n=12, 6 Zucker Ln y 6 Zucker Ob) 
2. TH (12 trasplantes)  
2.1 TH Ob ( 6 injertos Zucker Ob) 
2.2 TH Ln (6 injertos Zucker Ln) 
3. TH+TUDCA (12 trasplantes)
3.1 TH+TUDCA Ob (6 injertos Zucker Ob) 
3.2 TH+TUDCA Ln (6 injertos Zucker Ln)
Determinaciones analíticas 
Grupos 1, 2.1 y 3.1: Marcadores del estrés del RE, MDA, nitrotirosinas, 
niveles de PPAR, 4 horas después de reperfusión. 
Grupos 2.1 y 3.1: Marcadores del estrés del RE, niveles de PPAR y vía 
del TLR4, 1, 2, 4, 12 y 18 horas después de reperfusión.
Protocolo 1.2. El papel de PPAR en los efectos inducidos por el TUDCA sobre la lesión hepática en el trasplante singénico 
de hígados esteatósicos
Grupos experimentales 
4. TH+PPAR antagonista (6 trasplantes, 6 injertos Zucker Ob) 
5. TH+TUDCA+ PPAR agonista (6 trasplantes, 6 injertos Zucker 
Ob) 
Determinaciones analíticas
Grupos 1, 2.1 y 3.1 (Protocolo 1.1), 4 y 5 (Protocolo 1.2): Vía del TLR4, 4 
horas después de reperfusión. 
Protocolo 1.3. Modulación de la vía del TLR4 por PPAR  en el trasplante hepático singénico de injertos esteatósicos
Grupos experimentales 
6. TH+ PPAR antagonista+anti-TLR4 (6 trasplantes, 6 injertos 
Zucker Ob) 
7. TH+TLR4 agonista (6 trasplantes, 6 injertos Zucker Ob) 
8. TH+anti-TLR4 (6 trasplantes, 6 injertos Zucker Ob) 
Determinaciones analíticas
Grupos 1 a 8: Transaminasas y estudio histológico 4 horas después de 
reperfusión. 
Grupos 1, 2.1 (Protocolo 1.1) y 8 (Protocolo 1.3): MPO, TNF, IL-1 e IL-6 
Grupos 2.1, 3.1 (Protocolo 1.1), 4, 5 (Protocolo 1.2), 6 y 7 (Protocolo 1.3): 
Supervivencia del receptor durante 14 días 
Protocolo 2. Trasplante hepático alogénico 
Protocolo 2.1. Efecto del TUDCA y del TLR4 en el daño hepático en injertos esteatósicos y no esteatósicos sometidos a 
trasplante hepático alogénico
Grupos experimentales 
9. Sham (n=12, 6 injertos SD Ob y 6 injertos WS Ln) 
10. THalogenico (12 trasplantes, 6 injertos SD Ob y 6 injertos WS Ln) 
11. THalogenico+TUDCA (12 trasplantes, 6 injertos SD Ob y 6 injertos  
WS Ln) 
12. THalogenico+TLR4 agonista (6 trasplantes, 6 injertos SD Ob) 
Determinaciones analíticas 
Grupos 9 a 12: Transaminasas y estudio histológico 4 horas después de 
reperfusión. 
Grupos 9, 10.1 y 11.1: Marcadores del estrés del RE, niveles de PPAR y 
vía del TLR4, 4 después de reperfusión. 
Grupos 10.1, 11.1 y 12: Supervivencia del receptor durante 14 días 
Protocolo de administración de los fármacos utilizados











100 g/kg vía intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento quirúrgico en el donante. 
1 mg/kg vía intraperitoneal, 1 hora antes del procedimiento quirúrgico en el donante. 
3 mg/kg vía intraperitoneal, 1 hora antes del procedimiento quirúrgico en el donante. 
500 g/kg vía intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento quirúrgico en el donante. 
3 mg/kg vía intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirúrgico en el donante. 
Tabla 7. Diseño experimental y determinaciones analíticas del Estudio 2. 
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3.3 Estudio 3 
El papel de la adiponectina, visfatina y resistina en la lesión hepática por I/R asociada 
al trasplante hepático de injertos esteatósicos y no esteatósicos, y su implicación en los 
efectos protectores del PC 
En la Tabla 8 se presenta un resumen del diseño experimental y las determinaciones analíticas 
realizadas en este Estudio. 
Protocolo 1
Para evaluar el papel de la adiponectina, la visfatina y la resistina  en la lesión hepática por I/R 
asociada al trasplante de injertos esteatósicos y no esteatósicos, se realizaron los grupos 
experimentales siguientes:  
1.  Sham (n=12 ratas Zucker, 6 Ln y 6 Ob): Animales Ln y Ob sometidos a anestesia, 
laparotomía transversal. Se ligaron las venas suprarrenal derecha, la arteria hepática y la 
vena diafragmática. 
2.  Trasplante hepático (TH) (n=24 ratas Zucker, 12 trasplantes): Este grupo se dividió en dos 
subgrupos:  
2.1 Trasplante hepático con injerto esteatósico (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, 6 ratas 
Ob donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los hígados esteatósicos extraídos de ratas 
Zucker Ob (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solución de preservación 
fría UW durante 6 horas. El trasplante hepático ortotópico estándar utilizando ratas 
Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizó de acuerdo a la técnica de doble 
cuff sin reconstrucción de la arteria hepática de Kamada [358]. 
2.2 Trasplante hepático con injerto no esteatósico (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, 6 
ratas Ln donantes y 6 ratas Ln receptoras): Los hígados no esteatósicos extraídos de 
ratas Zucker Ln (n=6 ratas) se perfundieron y se preservaron con solución de 
preservación fría UW durante 6 horas. El trasplante hepático ortotópico estándar 
utilizando ratas Zucker Ln como receptores (n=6 ratas), se realizó de acuerdo a la 
técnica de doble cuff sin reconstrucción de la arteria hepática de Kamada [358]. 
3. Trasplante hepático + Adiponectina (TH+Adiponectin) (n=24 ratas Zucker): Los subgrupos 
3.1 y 3.2. fueron similares a los subgrupos 2.1 y 2.2, respectivamente, pero con 
administración previa de adiponectina recombinante (AdipoGen, Seúl, Corea) en el 
donante a dosis de 1.5 mg/kg  por vía intravenosa, 20 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante [91, 367].  
4. Trasplante hepático + Adiponectina + anti-Adiponectina (TH+Adiponectina+anti-
Adiponectina) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron ratas Ob como 
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donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con administración previa de adiponectina 
recombinante (AdipoGen, Seúl, Corea), a dosis de 1.5 mg/kg por vía intravenosa, 20 
minutos antes del procedimiento y un anticuerpo dirigido contra adiponectina (R&D 
systems, USA), a dosis de 3 mg/kg por vía intravenosa, 30 minutos antes del 
procedimiento quirúrgico en el donante [91,367,368].  
5. Trasplante hepático + Visfatina (TH+Visfatina) (n=24 ratas Zucker): Igual que el grupo 2, 
pero con administración previa de visfatina recombinante (Enzo Life Sciences, Lausen, 
Suiza), a dosis de 50 µg/kg  por vía intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante [369].  
6. Trasplante hepático + anti-Visfatina (TH+anti-Visfatina) (n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, 
en los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con 
administración previa de un anticuerpo dirigido contra visfatina (AdipoGen, Seúl, Corea), a 
dosis de 500 µg/kg  por vía intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirúrgico en 
el donante [370].  
7. Trasplante hepático + Adiponectina + anti-Resistina (TH+Adiponectina+anti-Resistina)
(n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes): 
Igual que el grupo 2.1, pero con administración previa de adiponectina recombinante 
(AdipoGen, Seúl, Corea), a dosis de 1.5 mg/kg por vía intravenosa, 20 minutos antes del 
procedimiento y un anticuerpo dirigido contra Resistina (Merck Millipore, USA), a dosis 
de 1 mg/kg por vía intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirúrgico en el 
donante [91,367,371].  
8. Trasplante hepático + Resistina (TH+Resistina) (n=24 ratas Zucker): Igual que el grupo 2, 
pero con administración previa de Resistina recombinante (PeproTech Inc, USA), a dosis 
de 100 µg/kg  por vía intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento quirúrgico en el 
donante [372].  
9. Trasplante hepático + Resistina + anti-Adiponectina (TH+Resistina+anti-Adiponectina)
(n=12 ratas Zucker, 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes): 
Igual que el grupo 2.1, pero con administración previa de resistina recombinante 
(PeproTech Inc, USA), a dosis de 100 µg/kg  por vía intravenosa, 10 minutos antes del 
procedimiento y un anticuerpo dirigido contra Adiponectina (R&D systems, USA), a dosis 
de 3 mg/kg por vía intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento quirúrgico en el 
donante [368,372].  
En todos los grupos experimentales descritos, se recogieron muestras de plasma e hígado después 
de 4 horas de reperfusión. En las muestras de tejido hepático se determinaron los niveles de mRNA 
y de proteína de adiponectina, visfatina y resistina. Se evaluó la inmunolocalización de 
adiponectina y resistina en los grupos experimentales 1 y 2 (Protocolo 1). Para evaluar la lesión 
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hepática se determinaron niveles de transaminasas en plasma, y se realizó el estudio histológico del 
tejido hepático. Se evaluó la apoptosis mediante determinación de los niveles hepáticos de caspasa 
3 y tinción Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-digoxidenin Nick-End Labeling 
(TUNEL) en cortes histológicos de hígado. La supervivencia de los receptores se monitorizó tras 
14 días después del procedimiento quirúrgico en los grupos experimentales 2.1, 3.1, 7 y 8 
(Protocolo 1).   
Protocolo 2 
Para investigar el efecto de la AMPK, un conocido efector del PC, sobre los niveles de 
adiponectina, resistina y la vía PI3K/Akt en el trasplante hepático de injertos esteatósicos, se 
realizaron los grupos experimentales que se describen a continuación:  
10. Precondicionamiento Isquémico + Trasplante hepático (PC+TH) (n=12 ratas Zucker, 6 
trasplantes en los cuales se utilizaron ratas Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero 
con PC, inducido por 5 minutos de isquemia seguido de 10 minutos de reperfusión en el 
hígado de la rata donante previo a la perfusión del hígado con la solución UW. El tiempo 
de PC utilizado ha demostrado ser eficaz frente al daño por I/R hepática en el modelo de 
trasplante hepático con injerto esteatósico [125,252]. 
11. Trasplante hepático + activador del AMPK (TH+AMPK activador) (n=12 ratas Zucker; 6 
trasplantes, en los cuales se utilizaron Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con 
administración previa de 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleosido (AICAR) 
(Toronto Research Chemicals, North York, ON, Canadá), un activador de la AMPK, a 
dosis de 100 mg/kg por vía intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento quirúrgico en el 
donante [125]. 
12. Precondicionamiento isquémico + Trasplante hepático + inhibidor del AMPK
(PCI+TH+AMPK inhibidor) (n=12 ratas Zucker; 6 trasplantes, en los cuales se utilizaron 
Ob como donantes): Igual que el grupo 2.1, pero con pero con PC inducido por 5 minutos 
de isquemia seguido de 10 minutos de reperfusión en el hígado de la rata donante previo a 
la perfusión del hígado con la solución UW [125,252]; y administración previa de adenina 
9--D-arabinofuranosido ara-A) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), un inhibidor del 
AMPK, a dosis de 100 g/kg/min por vía intravenosa durante 10 minutos antes del 
procedimiento quirúrgico en el donante [125]. 
Después de 4 horas de reperfusión, se recogieron muestras de plasma e hígado de los grupos 
experimentales descritos. En las muestras de tejido hepático se determinaron los niveles de 
adiponectina y resistina y se evaluó la vía PI3K/Akt en los grupos experimentales 1, 2.1, 3.1, 7 y 8 
(Protocolo 1) y 10, 11 y 12 (Protocolo 2). 
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Diseño Experimental del Estudio 3 
El papel de las Adipocitoquinas en el trasplante hepático de injertos esteatósicos y no esteatósicos 
procedente de ratas Zucker 
Protocolo 1. Papel de la adiponectina, la visfatina y la resistina en la lesión hepática por I/R asociada al trasplante de 
injertos esteatósicos y no esteatósicos 
Grupos experimentales 
1. Sham (n=12, 6 injertos Ob y 6 injertos Ln)
2. TH (12 trasplantes)
2.1 TH Ob (6 injertos Ob) 
2.2 TH Ln (6 injertos Ln)
3. TH+Adiponectina (12 trasplantes) 
3.1 TH+Adiponectina Ob (6 injertos Ob) 
3.2 TH+Adiponectina Ln (6 injertos Ln) 
4. TH+Adiponectina+anti-Adiponectina (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
5. TH+Visfatina (12 trasplantes) 
5.1 TH+Visfatina Ob (6 injertos Ob) 
5.2 TH+Visfatina Ln (6 injertos Ln) 
6. TH+anti-Visfatina (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
7. TH+Adiponectina+anti-Resistina (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
8. TH+Resistin (12 trasplantes) 
8.1 TH+Resistin Ob (6 injertos Ob) 
8.2 TH+Resistin Ln (6 injertos Ln) 
9. TH+Resistina+anti-Adiponectin (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
Determinaciones analíticas 
Grupos 1, 2: Niveles y expresión de adiponectina, visfatina y 
resistina e inmunolocalización de adiponectina y resistina, 4 
horas después de reperfusión. 
Grupos 1 a 8: Transaminasas, estudio histológico, caspasa 3 y 
TUNEL, 4 horas después de reperfusión. 
Grupos 2.1, 3.1, 7 y 8: Supervivencia del receptor durante 14 
días 
Protocolo 2. Efecto del AMPK sobre adiponectina, resistina y la vía del PI3K/AKT en el trasplante hepático de 
injertos esteatósicos  
Grupos experimentales 
10. PC+TH (6 trasplantes, 6 injertos Ob) 
11. TH+AMPK activador (6 trasplantes, 6 injertos Ob) 
12. PC+TH+AMPK inhibidor (6 trasplantes, 6 injertos Ob)
Determinaciones analíticas 
Grupos 1, 2.1, (Protocolo 1), 10, 11 y 12 (Protocolo 2): Niveles 
y expresión de adiponectina y resistina 4 horas después de 
reperfusión. 
Grupos 1, 2.1, 3.1, 7 y 8 (Protocolo 1), 10, 11 y 12 (Protocolo 
2): Vía del PI3K/Akt 4 horas después de reperfusión. 
Protocolo de administración de los fármacos utilizados









Adiponectina recombinante  
Anticuerpo anti-Adiponectina 
Visfatina recombinante  
Anticuerpo anti-Visfatina 
Resistina recombinante 
Anticuerpo anti-Resistina  
Activador AMPK 
Inhibidor AMPK 
1.5 mg/kg vía intravenosa, 20 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante.  
3 mg/kg vía intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante 
50 g/kg vía intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante. 
500 g/kg vía intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante. 
100 g/kg vía intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante. 
1 mg/kg vía intravenosa, 30 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante.  
100 mg/kg vía intravenosa, 5 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante.  
100 g/kg vía intravenosa, 10 minutos antes del procedimiento 
quirúrgico en el donante. 

Tabla 8. Diseño experimental y determinaciones analíticas del Estudio 3. 
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4. Recogida y procesamiento de las muestras 
En todos los grupos experimentales de los tres estudios, y con el animal anestesiado, se recogieron 
muestras de sangre y tejido hepático. Las muestras de sangre se tomaron de la vena cava inferior 
infrahepática, utilizando heparina como anticoagulante. Estas muestras se mantuvieron a 4ºC hasta 
centrifugarse a 3000 rpm durante 10 minutos a 4ºC para obtener el plasma. El plasma se mantuvo 
congelado a –80ºC hasta la realización de las determinaciones analíticas correspondientes. 
Inmediatamente después de recoger las muestras de tejido hepático, una parte de este se congeló 
con nieve carbónica y se mantuvo a –80ºC hasta su posterior procesamiento. Otra parte del tejido 
hepático se fijó en formaldehído tamponado al 4% para realizar después su inclusión en parafina y 
posteriormente el estudio histológico e inmunohistoquímico. 
5. Determinaciones bioquímicas  
5.1 Transaminasas 
Las transaminasas aspartato amino transferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) son 
enzimas citoplasmáticas muy abundantes en el hígado que se encargan de realizar la conversión de 
un aminoácido en un ácido carboxílico y participan en el metabolismo de los aminoácidos. En 
condiciones normales estas enzimas se encuentran en el citoplasma, pero cuando existe una lesión 
hepática son liberadas al plasma. De esta forma la determinación de los niveles de estas enzimas se 
ha utilizado como parámetro de lesión hepática.  
La actividad de estas enzimas se determinó mediante kit comercial (RAL, Barcelona, España). El 
ensayo enzimático mide la desaparición de nicotinamida adenina dinucleótido en su forma reducida 
(NADH) mediante espectrofotometría a una longitud de onda de 365 nm, según las siguientes 
reacciones:  
Para la AST: 
2-Oxoglutarato + L-Aspartato           Oxalacetato + L-Glutamato 
  Oxalacetato + NADH + H+          D-Malato + NAD+ 
Para la ALT: 
  2-Oxoglutarato + L-Arginina           Piruvato + L-Glutamato 
  Piruvato + NADH + H+          D-Lactato + NAD+ 
Donde el NAD+, es la nicotinamida adenina dinucleótido en su forma oxidada. Los resultados 
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5.2 Ensayo Colorimétrico de MDA 
El malondialdehído (MDA) es uno de los productos finales de la peroxidación lipídica y se utilizó 
como parámetro bioquímico indirecto de estrés oxidativo inducido por los RLO [373]. Los niveles 
de MDA se determinaron en muestras de hígado mediante el método del ácido tiobarbitúrico 
(TBA) [374]. En condiciones ácidas y a altas temperaturas el MDA reacciona con el TBA para dar 
lugar a un compuesto de color rosa, cuantificable por espectrofotometría.  
Las muestras de tejido hepático congelado se homogenizaron en 2 ml de tampón Tris Base 0.1 M a 
pH 7 y se determinó la concentración de proteínas totales en el mismo, siguiendo el procedimiento 
descrito previamente en el apartado correspondiente. A 250 l de este homogenado se le añadieron 
250 l de ácido tricloroacético (TCA) al 40% para precipitar las proteínas. Se mezclaron en un 
agitador tipo vórtex y se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Se recuperó el 
sobrenadante y se le añadió 250 l de TBA 0.67% y se llevó a ebullición a 100ºC durante 15 
minutos. Se desarrolló un color proporcional a la cantidad de MDA presente en las muestras [273]. 
Para la elaboración de la recta patrón, se preparó un estándar de MDA disolviendo 120 l de 
1,1,3,3-tetrahidroxipropano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en 50 ml de ácido clorhídrico 
(HCl) 0.1M; esta solución se calentó durante una hora a 50ºC. Para la preparación de la recta de 
calibración se añadieron 50 l de esta solución en 5 ml de agua. De esta solución así preparada, se 
tomaron 2.5 mL y se añadieron a 2.5 ml de agua, siendo éste el punto más concentrado de la recta 
patrón (50 nmoles/ml), a partir de ésta se hicieron 6 diluciones seriadas a la mitad. Como blanco se 
utilizó agua destilada. Los estándares y el blanco fueron sometidos al mismo procedimiento que las 
muestras a partir del tratamiento con TCA. Así pues, tras dejar enfriar, se determinó la intensidad 
de color midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 530 nm. Los resultados se expresaron 
en nmol MDA/mg proteína. 
5.3 Actividad de la Mieloperoxidasa  
La mieloperoxidasa (MPO) es un enzima que se encuentra en el interior de los gránulos 
citoplasmáticos de los neutrófilos polimorfonucleares; y se utiliza como marcador de la presencia 
de estas células en el tejido inflamado [375,376]. En esta tesis se utilizó como parámetro de 
infiltración y actividad de neutrófilos en el tejido hepático.  
Este enzima cataliza la formación de ácido hipocloroso a partir de peróxido de hidrógeno: 
H2O2 + Cl-      HOCl + H2O 
El método se basa en la reacción de la tetrametilbencidina catalizada por la MPO. Es importante 
conseguir una buena extracción de la enzima, y para ello las muestras se homogenizaron en tampón 
fosfato (KH2PO4 0,05 M, pH 6) con hexadecirtrimetilamonio de bromuro (HTBA) 0.5%, 
posteriormente se sonicaron durante 30 segundos al 20% de potencia. Tras pasar tres ciclos de 
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congelación/descongelación en nieve carbónica, las muestras se incubaron durante 2 horas a 60ºC 
para eliminar la actividad de las peroxidasas inespecíficas y los inhibidores de la MPO que 
pudieran afectar a la determinación. Tras la incubación, se centrifugaron las muestras durante 12 
minutos a 3000-4000 g a 4ºC y se recuperó el sobrenadante [274].  
A 5 l del sobrenadante se le añadieron 10 l de reactivo de tetrametilbencidina (TMB) 5 mg/ml 
disuelto en dimetilsulfóxido (DMSO). A tiempo cero (t:0) se añadió 70 l de tampón fosfato 
(KH2PO4 8 mM, pH 5.4) con H2O2 al 0.05% y se determinó la cinética enzimática de la MPO, 
leyendo la absorbancia durante 3 minutos cada 15 segundos a una longitud de onda de 630 nm. Una 
unidad enzimática se define como la cantidad de enzima que produce un incremento de una unidad 
de absorbancia por minuto. 
5.4 Ensayo inmunoenzimático de nitrotirosinas 
Gran parte de los efectos perjudiciales del NO son mediados por el OONO-, un producto de la 
reacción entre el NO y el superóxido, altamente oxidante y citotóxico. Entre los efectos nocivos del 
OONO- se destacan: la nitrosilación de los residuos de tirosina de las proteínas, la peroxidación de 
lípidos y la rotura del DNA.El OONO- es una molécula muy inestable y altamente reactiva por lo 
que su producción es únicamente demostrable de forma indirecta, por ejemplo a través de los 
productos que forma, por ello la determinación de los niveles de nitrotirosinas se utiliza como 
marcador indirecto de la formación de OONO- [377].  
Para la determinación de los niveles de nitrotirosinas en el tejido hepático, las muestras se 
homogenizaron en 10 volúmenes de tampón Na2HPO4 50 mM pH 7.4 a 4ºC, posteriormente se 
centrifugaron a 20 000 g  durante 30 minutos a 4ºC, se recuperó el sobrenadante y se determinó en 
el mismo la concentración de proteínas totales siguiendo el protocolo descrito en el apartado 
correspondiente [125,378]. 
La cuantificación de los niveles de nitrotirosinas en el sobrenadante se llevó a cabo mediante un kit 
comercial inmunoenzimático (HyCult Biotech, Uden, Holya) siguiendo las indicaciones del 
fabricante. En resumen, las muestras y los estándares se incubaron en pocillos cubiertos con 
anticuerpos anti-nitrotirosina. Durante la incubación las nitrotirosinas presentes en la muestra 
fueron capturadas por el anticuerpo y el material presente en la muestra que no se unió al 
anticuerpo se eliminó por lavado. Posteriormente se añadió un anticuerpo secundario biotinilado 
que se unió a las nitrotirosinas capturadas y después se adicionó un conjugado peroxidasa-
estreptavidina (SA-HRP) que reaccionó de forma específica con el anticuerpo secundario unido a 
las nitrotirosinas capturadas. Finalmente se utilizó TMB para desarrollar un compuesto coloreado. 
El color obtenido es proporcional a la cantidad de nitrotirosinas presentes en la muestra y la 
intensidad del color es determinada a través de la medición de la absorbancia de las muestras a una 
longitud de onda de 450 nm. Los resultados se expresaron en pmol/mg proteína. 
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5.5 Ensayo colorimétrico de nitritos y nitratos 
El NO puede reaccionar con numerosas moléculas presentes en el organismo y generar como 
productos finales in vivo el nitrito (NO2-) y el nitrato (NO3-). La proporción relativa de nitritos y 
nitratos es variable y no puede ser determinada con certeza, así pues el mejor índice de la 
producción total de NO es la suma de ambos [379].
La producción de NO en el tejido hepático se determinó midiendo la acumulación de nitritos y  
nitratos, para lo cual, las muestras de tejido hepático se homogenizaron en frio en 2 mL de tampón 
Tris-HCl 100 mM, pH 7.4 y enseguida se determinó la concentración de proteínas totales en el 
homogenado. Posteriormente, se desproteinizó el homogenado mezclando 500 l de homogenado 
con 100 l de HCl 1 N en un agitador tipo vórtex. Después de centrifugar, se recuperó el 
sobrenadante y se ajustó a pH 7.6 con 100 l de NaOH 1 N y 300 l de Tris-HCl 100 mM 
[125,231]. Los niveles de nitritos y nitratos se determinaron en el sobrenadante mediante un kit 
comercial (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. El 
protocolo se describe brevemente a continuación.  
El kit colorimétrico para determinar nitritos y nitratos requiere de un proceso de dos etapas. El 
nitrato se redujo a nitrito por incubación durante 3 horas con nitrato reductasa en presencia de 
nicotinamida adenina dinucleótido fosfato en su forma reducida (NADPH) y flavina adenina 
dinucleótido (FAD). En el segundo paso se determinó la concentración de nitritos mediante el 
reactivo de Griess que convierte el nitrito en un compuesto coloreado. La intensidad del color 
desarrollado se determinó a través de espectrofotometría midiendo la absorbancia a una longitud de 
onda de 540 nm. Los resultados se expresaron en nmol/mg proteína. 
5.6 Niveles de glutatión 
El GSH es un tripéptido no proteico que se deriva de los aminoácidos y que actúa como 
antioxidante debido a su capacidad de reaccionar con compuestos oxidantes, convirtiéndose en su 
forma oxidada disulfuro de glutatión (GSSG). El GSH se encuentra casi exclusivamente en su 
forma reducida, ya que la enzima que vuelve de su forma oxidada, la glutatión reductasa, es 
constitutivamente activa e inducible al estrés oxidativo, por tanto cuando un tejido está sometido a 
estrés oxidativo se produce una disminución de GSH.
El método se basa en la reacción entre el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno y GSH catalizada por la 
glutatión transferasa. Esta reacción genera como producto el S-2,4-dinitrofenil-glutation que 
presenta un máximo de absorción a una longitud de onda de 330 a 360 nm [380].   
Se homogenizaron las muestras en tampón KCl 1.15% y se determinó la concentración de proteínas 
en el mismo. Posteriormente se precipitaron las proteínas con HClO4 1 N, se centrifugaron las 
muestras a 15000 g y el sobrenadante se neutralizó con K2CO3 al 10%  a  4ºC. La curva patrón se 
obtuvo a partir de GSH 1 mM por sucesivas diluciones mitad y se procesó de la misma forma que 
las muestras. Para la determinación se añadió el reactivo de CDNB (1-clorooro-2,4-











dinitrobenceno), en tampón fosfato potásico 0.2 M pH 7 y EDTA 10 mM) a 50 l de blanco, de la 
curva y de las muestras, se realizó una lectura a dos longitudes de onda, la primera a 340 nm y la 
segunda a 405 nm y entonces se añadió 5 l de GST (disuelto en el mismo tampón fosfato a una 
concentración de 12 U/L). Transcurridos 5 minutos se volvió a leer la absorbancia a ambas 
longitudes de onda. La concentración de GSH se obtuvo restando las absorbancias obtenidas en 
cada tiempo a las dos longitudes de onda y después restando estos dos valores resultantes. Los 
resultados obtenidos se expresaron en mol glutatión/mg proteína. 
5.7 Actividad de la xantina deshidrogenasa y xantina oxidasa  
La enzima XDH/XOD se encuentra ampliamente distribuido en el organismo e interviene en el 
metabolismo final de degradación de los ácidos nucleicos. Se encuentra en el citoplasma de la 
célula en forma de XDH; la forma deshidrogenasa puede pasar a la forma oxidasa de forma 
reversible por la reducción de puentes disulfuro o la acción de proteasas citoplasmáticas 
dependientes de calcio. Así pues, al homogenizar es muy importante hacerlo a 4ºC y en presencia 
de inhibidores de proteasas como el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y de agentes que 
estabilicen los puentes disulfuro como el ditiotreitol (DTT) para evitar su conversión durante el 
procesamiento de las muestras. 
Se diferencian en la molécula que utilizan como aceptor de electrones, mientras que la forma 
deshidrogenasa utiliza NAD+ como aceptor de electrones, la forma oxidasa utiliza la molécula de 
oxígeno generando O2-. Las reacciones que catalizan son para su forma deshidrogenasa: 
Hipoxantina             Xantina                           Ácido Úrico 
y en su forma oxidasa: 
Hipoxantina             Xantina                           Ácido Úrico 
Las muestras de tejido hepático se homogenizaron en 100 mM de tampón Tris, que contenía ácido 
etilendiamino tetracético (EDTA) 10 mM, 1 mM PMSF y 1 mM de DTT. El homogenado se 
centrífugo a 15000 g a 4ºC, se recogió el sobrenadante y se determinó la concentración de proteínas 
en el mismo.  
El sobrenadante se pasó por cromatografía de columna Sephadex G-25 80 en el mismo tampón a 
4ºC. Los eluatos resultantes se utilizaron para medir la actividad XDH y XOD. Las actividades se 
midieron por espectrofotometría mediante la detección del ácido úrico que se forma por la acción 
de estos enzimas. Se determinó la aparición de ácido úrico a una longitud de onda  de 292 nm con 
presencia de NAD+ (para medir actividad total XDH+XOD) o ausencia de NAD+ (para medir la 
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SOD
actividad específica XOD). Se utilizó xantina (60 mM) como sustrato. Se determinó la cinética del 
enzima durante 5 minutos a 20ºC. Los resultados se expresaron en mU/g tejido seco [381]. 
5.8 Actividad de la superóxido dismutasa 
El enzima SOD cataliza la reacción de dismutación del O2- por reacción con una molécula de H2O, 
dando lugar a H2O2 y O2: 
O2-  + H2O       H2O2 + O2                          
La técnica de determinación de SOD se basa en la capacidad del O2- de reducir la molécula de 
nitroazul de tetrazolio (NBT) a formazán, que tiene un color azulado que absorbe a una longitud de 
onda de 540 nm. Si en el medio hay SOD, eliminará los O2- y se inhibirá la formación de formazán. 
Como fuente de O2- se utilizó el sistema X/XOD [382]. 
Las muestras de tejido hepático se homogenizaron en 100 mM de tampón Tris, que contenía EDTA 
10 mM, PMSF 1 mM y DTT 1 mM pH 8.1 y se determinó la concentración de proteínas en el 
homogenado. Para la preparación de la curva estándar se utilizó una disolución de SOD de 
concentración 32 U/ml como punto más concentrado y se hicieron 6 diluciones seriadas. Se 
dispensaron 20 l de muestra y se añadieron 20 l de XOD (200 U/l) excepto en el blanco; se 
añadieron 200 l de tampón de reacción (Na2CO3 0.05 M pH10.2); xantina 10-4 M; EDTA 10-4 M y 
NBT 2.5X10-5 M) y se realizó una cinética con lecturas durante 15 minutos cada 30 segundos a una 
longitud de onda de 540 nm. Los resultados se expresaron en U/mg proteína. 
5.9 Análisis de nucleótidos 
La determinación del contenido de nucleótidos de adenina (ATP+ADP+AMP), nucleósidos de 
adenina (adenosina+inosina) y bases (xantina+hipoxantina) se llevó a cabo por cromatografía 
liquida de alta resolución (HPLC) [383]. Brevemente, las muestras de hígado se homogeneizaron 
en 10 volúmenes de HClO4 al 3.6%. Tras la homogenización, se llevó a cabo su extracción a 0.5ºC 
durante 30 minutos, para posteriormente ser centrifugadas a 850 g durante 15 minutos. Los 
sobrenadantes se ajustaron a pH 6 y se centrifugaron a 14000 rpm. Los perfiles de nucleótidos y 
productos de degradación se obtuvieron usando una columna de fase reversa Spherisob ODS (C18, 
5 µm de medida de partícula 15x0.4 cm, Teknokroma, Sant Cugat, España), acoplado a un 
cromatógrafo líquido 600 (Waters, Milford, MA) conectado a un detector ultravioleta. Las 
separaciones de los diferentes nucleótidos y productos de degradación del ATP se realizaron a 254 
nm. Los resultados obtenidos se expresaron en pmol/g de tejido húmedo.  
5.10 Actividad de la caspasa 3 
La caspasa 3 es una proteína perteneciente a una familia de cisteína-proteasas que está implicada en 
las fases finales de la muerte celular por apoptosis. Para la determinación de la actividad de la 
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caspasa 3 en tejido hepático las muestras se homogenizaron en frío en un tampón Tris-HCl 50 mM 
pH 7.5, NaCl 150 mM, Tritón X-100 1%, Dodecilsulfato de sodio (SDS) 0.1%, Deoxicolato de 
sodio 1%; y posteriormente se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Una vez 
recogido el sobrenadante, se determinó la concentración de proteínas [138].
La actividad de la caspasa 3 se determinó en el sobrenadante mediante un kit comercial 
inmunoenzimático (Calbiochem, San Diego, CA, USA) que emplea un sustrato colorimétrico Ac-
DEVD-pNA (N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina) que tras su escisión por la caspasa 3 
presenta un incremento de absorción a una longitud de onda de 405 nm. Para ello las muestras se 
disolvieron en 90 l de tampón de ensayo y tras la adición de 10 l de sustrato colorimétrico, la 
absorbancia se leyó a una longitud de onda de 405 nm cada minuto durante 1 hora. La cantidad de 
color amarillo producido es proporcional a la actividad de la caspasa 3 presente en la muestra. Los 
resultados obtenidos se expresaron en pmol/min. 
5.11 Ensayo inmunoenzimático del TNF 
Las muestras de hígado se homogenizaron en 1.5 ml de tampón fosfato 50 mM a pH 6. Los 
homogenados se centrifugaron a 4000 g durante 15 minutos a 4ºC y los sobrenadantes se 
decantaron y conservaron a –40ºC para su posterior determinación [384]. La cuantificación del 
TNF- total, libre y unido a proteína se realizó en el sobrenadante mediante un kit comercial 
inmunoenzimático competitivo (Chemicon International, Temecula, CA) siguiendo las indicaciones 
del fabricante. Para la determinación de los niveles plasmáticos de TNF- libre se utilizó un kit de 
ELISA (Biosource, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados obtenidos 
se expresaron en pg/ml. 
5.12 Determinación de Interleuquina-1 
Las muestras de tejido hepático se homogenizaron en un tampón fosfato 50 mM a pH 6, PMSF 2 
mM, antipaina 1 mg/ml, leupeptina 1 mg/ml y pepstatina A 1 mg/ml. Los homogenados se 
centrifugaron a 100000 g durante 1 hora a 15ºC y los sobrenadantes se conservaron a –80ºC para su 
posterior determinación de IL-1 [273]. 
La cuantificación de los niveles de IL-1 se determinó en el sobrenadante mediante un kit comercial 
inmunoenzimático (Amersham Life Science, UK) siguiendo las indicaciones del fabricante. En 
resumen, las muestras y los estándares se incubaron en placas que presentan adheridos anticuerpos 
de rata frente a IL-1  y IL-1 . Posteriormente se añadió un anticuerpo secundario biotinilado que 
se une a las IL-1 capturadas, y después se añadió un conjugado de estreptavidina con peroxidasa 
que reaccionó de forma específica con el anticuerpo secundario unido a las IL-1 capturadas. 
Finalmente se utilizó TMB para desarrollar un compuesto coloreado. El color obtenido fue 
proporcional a la cantidad de IL-1 presente en la muestra y la intensidad del color se determinó 
midiendo la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 450 nm. Los resultados se 
expresaron en pg/mg proteína. 
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5.13 Determinación de la interleuquina-6 
Las muestras de tejido hepático se homogenizaron en un tampón Tris HCl 50 mM, NaCl 150 mM, 
tritón-X100 y un coctel de inhibidores de proteasas (Complete mini, Roche, Switzerland). El 
homogenado se centrifugó 3000 g durante 15 minutos a 4ºC [385]. Una vez recogido el 
sobrenadante, se cuantificaron los niveles de IL-6 mediante un kit comercial inmunoenzimático 
(Biosource, Camarillo, CA) siguiendo las indicaciones del fabricante. 
5.14 Ensayo inmunoenzimático para las adipocitoquinas: adiponectina, 
visfatina y resistina 
Para determinar los niveles de las adipocitoquinas: adiponectina, resistina y visfatina, las muestras 
de tejido hepático se homogenizaron en frío en tampón RIPA (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, 
SDS 0.1%, Deoxicolato de sodio 1% y Nonidet P40 1%) conteniendo también EDTA 5mM, 
Na3VO4 1 mM, NaF 50 mM, DTT 1 mM y una tableta del cóctel de inhibidores de proteasas 
Complete por cada 50 ml de tampón (Roche, Basilea, Suiza). Los homogenados se incubaron 20 
minutos en hielo y después se centrifugaron a 10 000 g durante 30 minutos a 4ºC [386]. Se 
recuperaron los sobrenadantes y se determinaron la adiponectina, resistina y visfatina en los 
mismos utilizando un kit comercial para adiponectina y resistina respectivamente (AdipoGen, Seúl, 
Corea)  y otro kit comercial para visfatina (B-Bridge International, CA, USA). A continuación se 
describe brevemente el protocolo general que se siguió para el ensayo inmunoenzimático de la 
adiponectina que es extrapolable al de resistina y visfatina respectivamente. 
El kit utilizado para la determinación de adiponectina es un ensayo inmunoenzimático en el cual un 
anticuerpo policlonal específico para la adiponectina de rata está inmovilizado en los pocillos de 
una inmunoplaca. Las muestras se colocaron en los pocillos y de esta manera, cualquier 
adiponectina presente en las muestras es capturada por el anticuerpo policlonal anti-adiponectina 
que se encuentra inmovilizado en los pocillos. Posteriormente, después de lavar la inmunoplaca, se 
añadió el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa. Después de lavar 
nuevamente la inmunoplaca, se añadió un substrato que reacciona con la peroxidasa y se desarrolló 
entonces el color. La intensidad del color desarrollado es directamente proporcional a la cantidad 
de adiponectina unida en el pocillo. Finalmente se añade una solución para detener el desarrollo del 
color y la intensidad del color fue determinada midiendo la absorbancia de las muestras a una 
longitud de onda de 450 nm. Los resultados obtenidos se expresaron en ng/g de tejido hepático. 
5.15 Proteínas totales 
Las proteínas en los diferentes homogenizados obtenidos a partir de tejido hepático se 
determinaron mediante el método colorimétrico de Bradford con un reactivo comercial (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA). Este método se basa en el cambio de absorbancia que en 
solución ácida presenta el colorante azul de Coomassie en respuesta a diferentes concentraciones 
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de proteínas. La concentración de proteínas en la muestra es directamente proporcional a la 
absorbancia observada a una longitud de onda de 595 nm. Para la curva patrón se utilizó una 
solución de albúmina de 4.75 mg/ml, a partir de la cual se realizaron 6 diluciones seriadas. Los 
resultados obtenidos se expresaron en mg/ml. 
6. Técnicas de Biología Molecular   
6.1 Western blot de la eNOS e iNOS 
Para determinar eNOS e iNOS, se homogenizaron las muestras de tejido hepático a 4ºC en un 
tampón de Tris base 20 mM, pH 8.0, que contenía EDTA 10 mM, NaCl 140 mM,  glicerol 10%, 
Nonidet P40 1%, aprotinina 2.5 g/ml, PMSF 2 mM e inhibidor de tripsina de soja 60 g/ml. 
Posteriormente las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos a 4ºC [125,387]. Se 
separaron los sobrenadantes y se determinó la concentración de proteínas totales en los mismos 
siguiendo el procedimiento descrito en el correspondiente apartado. 
A continuación se procedió a realizar la técnica de Western blot para la detección de eNOS e iNOS. 
Para esto se mezclaron alícuotas de los homogenados con un tampón de carga de electroforesis que 
contenía  -mercaptoetanol y tampón Laemli en proporción 1:20. La proporción del homogenado y 
el tampón de carga fue 1:1. Las proteínas se desnaturalizaron calentando la mezcla a 95ºC durante 
10 minutos. Se cargaron 50 g de proteína y se separaron las proteínas de acuerdo a su peso 
molecular por electroforesis en un gel de poliacrilamida/SDS al 6% a un voltaje constante de 120 
mV. Posteriormente las proteínas se transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinilideno 
(PVDF) con una intensidad de 350 mA durante 120 minutos. Las membranas se incubaron en un 
tampón de bloqueo formado por una solución salina tamponada con Tris que contiene Tween-20 
(TTBS) a pH 7.5 y leche en polvo no grasa al 5% durante 60 minutos a temperatura ambiente. A 
continuación las membranas se incubaron durante toda la noche a 4ºC ya sea con el anticuerpo 
primario monoclonal anti-eNOS de rata o con el anticuerpo primario monoclonal anti-iNOS de rata 
(ambos de BD Transduction laboratorios, Lexington, KY, USA) preparado en dilución 1:500 
disuelto en tampón de bloqueo. Al día siguiente, las membranas se lavaron con TTBS pH 7.5 y 
después se incubaron con el anticuerpo secundario durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se 
utilizó un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) que fue preparado en dilución 1:5000 disuelto en tampón de 
bloqueo. Después de lavar la membrana con TTBS y finalmente con solución salina tamponada con 
Tris (TBS), se detectaron las proteínas mediante el kit de quimioluminiscencia Immun-Star HRP 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como 
marcador de peso molecular se utilizó el estándar preteñido Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA). Para eNOS se detectó una banda a 140 kDa y para iNOS se detectó una 
banda a 130 kDa.  
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La estimación cuantitativa de las proteínas en las membranas se estandarizó respecto a la -actina. 
Para ello las membranas se re-incubaron con un anticuerpo primario anti--actina de rata (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) preparado en dilución 1:1000 disuelto en tampón que contenía 
TTBS pH 7.5 y leche en polvo no grasa 5%, durante toda la noche a 4ºC y se siguió el proceso 
descrito para el Western blot de la eNOS e iNOS hasta obtener la señal de la  -actina con el kit de 
quimioluminiscencia mencionado previamente. El anticuerpo secundario para el Western blot de -
actina fue un anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA) preparado en dilución 1:5000 disuelto en el mismo tampón utilizado para el anticuerpo 
primario. Para la -actina se detectó una banda a 42 kDa. 
La estimación cuantitativa de las proteínas de interés se realizó por densitometría, utilizando el 
sistema de análisis de imagen Quantity One (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Los 
resultados obtenidos se expresaron en unidades arbitrarias. 
6.2 Western Blot para la vía del UPR del estrés del retículo endoplasmático  
Se determinaron GRP78, proteína homologa-10 C/EBP (CHOP), PERK total y fosforilada, factor 
de iniciación en eucariontes  (eIF2) total y fosforilada, factor activador de la transcripción 4 
(ATF4), ATF6, proteína de unión 1 caja X (XBP-1) y factor asociado al receptor del TNF 2 
(TRAF2) en tejido hepático. Con tal finalidad, las muestras de hígado se homogenizaron a 4ºC en 
un tampón de Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, NaF 50 mM, 
Na3VO4 0.1 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Tritón X-100 0.05%, Na4P2O7 5 mM y una tableta 
del cóctel de inhibidores de proteasas complete por cada 50 ml de tampón (Roche, Basilea, Suiza). 
Los homogenados se incubaron 15 minutos en hielo y se centrifugaron a 15 000 g durante 20 
minutos a 4ºC. Los sobrenadantes se recuperaron y se determinó la concentración de proteínas 
totales en los mismos siguiendo el procedimiento descrito en el correspondiente apartado. 
A continuación se procedió a realizar la técnica de Western blot para la detección de GRP78, 
CHOP, PERK y eIF2 total y fosforilada, ATF4, ATF6, sXBP-1 y TRAF2 de manera similar a 
como se ha descrito en el apartado de Western blot de eNOS e iNOS. En resumen, se mezclaron 
alícuotas de los homogenados con un tampón de carga de electroforesis en proporción 1:1. Se 
desnaturalizaron las proteínas y se cargaron 100 g de proteína. A continuación se realizó una 
electroforesis en un gel de poliacrilamida/SDS al 12% para CHOP, eIF2 total y fosforilada, y 
sXBP-1, al 10% para ATF4 y TRAF2, al 8% para GRP78, ATF6 y ATF6 y al 6% para PERK 
total y fosforilada a un voltaje constante de 120 mV para separar las proteínas. Posteriormente las 
proteínas fueron transferidas a una membrana de PVDF con una intensidad de 370 mA durante 70 
minutos. Las membranas se incubaron en un tampón de bloqueo formado por TTBS pH 7.5 y leche 
en polvo no grasa al 5% durante 60 minutos a temperatura ambiente. A continuación las 
membranas se incubaron durante toda la noche a 4ºC con uno de los siguientes anticuerpos: 
anticuerpo primario policlonal anti-GRP78, anti-ATF6, anti-PERK y anti-PERK fosforilada, anti-
ATF4 y anti-sXBP-1 de conejo, anticuerpo primario policlonal anti-CHOP de rata, anticuerpo 
primario monoclonal anti-eIF2 total y anti-eIF2 fosforilada de conejo (Santa Cruz 
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Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA), anticuerpo primario monoclonal anti-TRAF2 de rata (Cell 
Signaling Technology, Beverly, MA, USA), preparados en dilución 1:1000 disueltos en tampón de 
bloqueo. Al día siguiente, las membranas se lavaron y después se incubaron con el anticuerpo 
secundario durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se utilizó un anticuerpo secundario anti-
IgG de rata o conejo conjugado con peroxidasa respectivamente (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA, USA) que fue preparado en dilución 1:2000 disuelto en tampón de bloqueo. Después de lavar 
la membrana, se procedió a realizar la detección de las proteínas mediante el kit de 
quimioluminiscencia Immun-Star HRP (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Como marcador de peso molecular se utilizó el estándar preteñido 
Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Las bandas que se detectaron fueron: 
una banda de 78 kDa para GRP78, una banda de 30 kDa para CHOP, una banda de 125 kDa para 
PERK fosforilada,  una banda de 36 kDa para eIF2 fosforilada, una banda de 43 kDa para ATF4, 
una banda de 90 kDa para ATF6, una banda de 29 kDa para sXBP-1 y una banda de 50 kDa para 
TRAF2. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias.  
La estimación cuantitativa de las proteínas en las membranas se estandarizó respecto a la -actina. 
Para ello las membranas fueron procesadas tal y como se ha indicado en el apartado del Western 
blot de eNOS e iNOS donde también se describe el Western blot de -actina. La banda de la -
actina se detectó a 42 kDa. La estimación cuantitativa de las proteínas de interés se realizó por 
densitometría, utilizando el sistema de análisis de imagen Quantity One (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA). Los resultados obtenidos se expresaron en unidades arbitrarias 
6.3 Western blot del PPAR   
Para determinar PPAR, se homogenizaron muestras de tejido hepático a 4ºC en un tampón RIPA, 
que contenía Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Deoxicolato de sodio 1%, Nonidet P40 
1%, EDTA 5mM, Na3VO4 1 mM, NaF 50 mM, DTT 1 mM y una tableta del cóctel de inhibidores 
de proteasas complete por cada 50 ml de tampón (Roche, Basilea, Suiza). Posteriormente las 
muestras se centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos a 4ºC, se separaron los sobrenadantes y se 
determinó la concentración de proteínas totales en los mismos siguiendo el procedimiento descrito 
en el correspondiente apartado. 
A continuación se procedió a realizar la técnica de Western blot para la detección de PPAR de 
manera similar a como se ha descrito en el apartado de Western blot de eNOS e iNOS. En resumen, 
se mezclaron alícuotas de los homogenados con un tampón de carga de electroforesis en proporción 
1:1. Se desnaturalizaron las proteínas y se cargaron 100 g de proteína. A continuación se realizó 
una electroforesis en un gel de poliacrilamida/SDS al 10% a un voltaje constante de 105 mV para 
separar las proteínas. Posteriormente las proteínas fueron transferidas a una membrana de PVDF 
con una intensidad de 120 mA durante 90 minutos y de 330 mA durante una hora más. Las 
membranas se incubaron en un tampón de bloqueo formado por TTBS pH 7.5 y leche en polvo no 
grasa al 3% durante 60 minutos a temperatura ambiente. A continuación las membranas se 
incubaron durante toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario policlonal anti-PPAR de conejo 
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(Abcam, Cambrige, MA) preparado en dilución 1:125 disuelto en tampón de bloqueo. Al día 
siguiente, las membranas se lavaron y después se incubaron con el anticuerpo secundario durante 
60 minutos a temperatura ambiente. Se utilizó un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo 
conjugado con peroxidasa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) que fue preparado en 
dilución 1:2000 y disuelto en tampón de bloqueo. Después de lavar la membrana, se procedió a 
realizar la detección de las proteínas mediante el kit de quimioluminiscencia Immun-Star HRP 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como 
marcador de peso molecular se utilizó el estándar preteñido Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA). Para PPAR se detectó una banda a 54 kDa.  
La estimación cuantitativa de las proteínas en las membranas se estandarizó respecto a la -actina. 
Para ello las membranas se procesaron tal y como se ha indicado en el apartado del Western blot de 
eNOS e iNOS donde también se describe el Western blot de -actina. La banda de la -actina se 
detectó a 42 kDa. La estimación cuantitativa de las proteínas de interés se realizó por 
densitometría, utilizando el sistema de análisis de imagen Quantity One (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA). Los resultados obtenidos se expresaron en unidades arbitrarias. 
6.4 Western blot de la vía del TLR4, el PI3K y el Akt  
Se determinaron el TLR4, MyD88 y TRIF (de la vía del TLR4) y PI3K y Akt (total y fosforilada) 
en tejido hepático. Con tal finalidad, las muestras de hígado se homogenizaron a 4ºC en un tampón 
de Tris-HCl 50 mM pH 7.5, que contenía NaCl 150 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, NaF 50 mM, 
Na3VO4 0.1 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Tritón X-100 0.05%, y una tableta del cóctel de 
inhibidores de proteasas complete por cada 50 ml de tampón (Roche, Basilea, Suiza). Los 
homogenados se incubaron 15 minutos en hielo y se centrifugaron a 15 000 g durante 20 minutos a 
4ºC [90,388]. Los sobrenadantes se recuperaron y se determinó la concentración de proteínas 
totales en los mismos siguiendo el procedimiento descrito en el correspondiente apartado. 
A continuación se procedió a realizar la técnica de Western blot para la detección de TLR4, 
MyD88, TRIF, PI3K y Akt de manera similar a como se ha descrito en el apartado de Western blot 
de eNOS e iNOS. En resumen, se mezclaron alícuotas de los homogenados con un tampón de carga 
de electroforesis en proporción 1:1. Se desnaturalizaron las proteínas y se cargaron 100 g de 
proteína. A continuación se realizó una electroforesis en un gel de poliacrilamida/SDS al 12% para 
MyD88, al 8% para TRIF, al 7,5% para TLR4, PI3K y Akt, y todos ellos a un voltaje constante de 
120 mV para separar las proteínas. Posteriormente las proteínas fueron transferidas a una 
membrana de PVDF con una intensidad de 370 mA durante 70 minutos. Las membranas se 
incubaron en un tampón de bloqueo formado por TTBS pH 7.5 y leche en polvo no grasa al 3% 
durante 60 minutos a temperatura ambiente. A continuación las membranas se incubaron durante 
toda la noche a 4ºC con uno de los siguientes anticuerpos: anticuerpo primario policlonal anti-
MyD88 de rata, anticuerpo primario monoclonal anti-TLR4 de rata, anticuerpo primario policlonal 
anti-Akt total y anti-Akt fosforilada de conejo (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, 
USA), anticuerpo primario policlonal anti-TRIF de conejo (ABcam, UK) y anticuerpo primario 
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monoclonal anti-PI3K de conejo (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) preparados en 
dilución 1:500 y disueltos en tampón de bloqueo. Al día siguiente, las membranas se lavaron y 
después se incubaron con el anticuerpo secundario durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se 
utilizó un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo y de rata conjugado con peroxidasa 
respectivamente (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) que fue preparado en dilución 1:2000 
y disuelto en tampón de bloqueo. Después de lavar la membrana, se procedió a realizar la detección 
de las proteínas mediante el kit de quimioluminiscencia Immun-Star HRP (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como marcador de peso molecular 
se utilizó el estándar preteñido Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Las 
bandas que se detectaron fueron: una banda de 33 kDa para MyD88, una banda de 62 kDa para el 
Akt total y fosforilada, una banda a 66 kDa para TRIF, una banda de 85 kDa para el PI3K y una 
banda de 95 kDa para el TLR4. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias.  
La estimación cuantitativa de las proteínas en las membranas se estandarizó respecto a la -actina. 
Para ello las membranas fueron procesadas tal y como se ha indicado en el apartado del Western 
blot de eNOS e iNOS donde también se describe el Western blot de -actina. La banda de la -
actina se detectó a 42 kDa. La estimación cuantitativa de las proteínas de interés se realizó por 
densitometría, utilizando el sistema de análisis de imagen Quantity One (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA). Los resultados obtenidos se expresaron en unidades arbitrarias 
6.5 Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real de las adipocitoquinas: 
adiponectina, visfatina y resistina  
La detección de la expresión génica (RNAm) de las adipocitoquinas: Adiponectina, visfatina y 
resistina en tejido hepático se realizó a través de la técnica de la reacción en cadena de la 
polimerasa en tiempo real (RT-PCR). Como primer paso se realizó una extracción de RNA de 
tejido hepático. Para esto se utilizaron dos kits comerciales, el RNeasy Lipid Tissue kit para 
hígados esteatósicos y el RNeasy Mini kit para los hígados no esteatósicos (Quiagen, Hilden, 
Alemania). En ambos casos se partió de tejido hepático congelado y se procedió siguiendo las 
instrucciones de cada kit de extracción. Posteriormente se realizó la cuantificación del RNA 
obtenido por espectrofotometría, y se verificó la calidad del RNA calculando la relación de 
absorbancias 260/280 nm utilizando la misma técnica espectrofotométrica. 
A continuación se realizó la retrotranscripción del RNA utilizando el kit comercial Ready-To-go 
You-Prime First Stry Beads (GE Healthcare Bio-Sciences, Little Chalfont, Reino Unido). Se partió 
de 5 g de RNA por cada muestra y se siguieron las especificaciones del kit para obtener el cDNA. 
Finalmente se realizó RT- PCR partiendo de 75 ng del cDNA obtenido y usando sondas/primer 
TaqMan Gene Expression Assay prediseñadas y validadas por la casa comercial que las sintetiza 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Las sondas/primer utilizadas en esta determinación 
fueron las siguientes: Rn00595250_m1 para adiponectina, Rn00822043_m1 para visfatina, 
Rn00595224_m1 para resistina, y Rn00667869_m1 para β-Actina. El ensayo de Real Time PCR 
para analizar la expresión génica con las sondas/primer mencionadas se realizó de acuerdo a las 
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instrucciones del fabricante. También se llevaron a cabo experimentos control de la eficiencia del 
ensayo. La cuantificación de la  expresión génica de las adipocitoquinas se realizó aplicando el 
método de 

Ct usando la -Actina como gen de referencia o normalizador, y el grupo 
experimental Sham (grupo experimental 1) como calibrador para realizar el cálculo comparativo 
[389]. La Real Time PCR se llevó a cabo en un termociclador iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA). Los resultados se expresaron comparando la expresión del 
RNAm con respecto al grupo calibrador. 
7. Técnicas Histológicas 
7.1 Estudio histológico del tejido hepático 
Las muestras de hígado se procesaron según el procedimiento estándar para su estudio mediante 
microscopía óptica. Inmediatamente después de la extracción, las muestras se fijaron al menos 
durante 24 horas en formaldehído tamponado al 4% (Panreac, Barcelona, España). Tras la inclusión 
en parafina, las muestras se cortaron con un micrótomo en secciones de 3-5 m. Se realizó la 
tinción de Hematoxilina y Eosina (HyE) siguiendo los procedimientos convencionales.  
Para valorar la severidad de la lesión hepática, los cortes se evaluaron utilizando la escala siguiente: 
grado 0, lesión mínima o sin evidencia de lesión; grado 1, lesión leve que consistente en 
vacuolización citoplasmática y picnosis nuclear focal; grado 2, lesión de moderada a severa con 
picnosis nuclear extensa, hipereosinofilia citoplasmática y pérdida del contorno celular; grado 3, 
necrosis severa con desintegración de los cordones de hepatocitos, hemorragias e infiltrados de 
neutrófilos [273,390]. Para evaluar el porcentaje de necrosis se valoraron 40 campos de gran 
aumento elegidos de manera aleatoria por sección.  
Para valorar el grado de esteatosis hepática se congeló el tejido hepático y se utilizó la tinción de 
Red Oil O, un colorante liposoluble que se utiliza para la tinción de triglicéridos y lípidos. Tras la 
inclusión en parafina, las muestras se cortaron con un micrótomo en secciones de 3 m de acuerdo 
con los procedimientos estándar. El índice de esteatosis hepática se determinó mediante la 
cuantificación de células con gotas lipídicas teñidas en 30 campos de gran aumento elegidos de 
manera aleatoria por sección. Y los datos se expresaron como el porcentaje de células teñidas 
respecto al número total de hepatocitos [185]. 
7.2 Tinción inmunohistoquímica TUNEL  
Para detectar las células apoptóticas se evaluó la fragmentación nuclear del DNA de las células 
apoptóticas in situ mediante el método de tinción TUNEL utilizando el kit comercial ApopTag 
(Millipore, Billerica, MA, USA). Este método está basado en la incorporación al DNA de los 
nucleótidos presentes en el medio de reacción por la enzima TdT, que cataliza la adición de 
Material y Métodos                                                                                                                         114 
nucleótidos trifosfato unidos a digoxigenina a los extremos 3´-OH libres de las cadenas de DNA, 
dobles o simples, fragmentadas. A continuación el DNA se une a un anticuerpo anti-digoxigenina 
que se conjuga a una molécula de peroxidasa. El conjugado anticuerpo-peroxidasa genera 
enzimáticamente mediante sustratos cromógenos una tinción intensa, localizada, que puede ser 
detectada por inmunohistoquímica. Esta reacción es especialmente sensible al tipo de 
fragmentación del DNA que tiene lugar tras la apoptosis [391]. 
Las muestras de tejido hepático se fijaron en formaldehído tamponado al 4% (Panreac, Barcelona, 
España), se incluyeron en parafina y se obtuvieron distintos cortes histológicos de cada muestra (3 
m). Los cortes se desparafinaron y rehidrataron de la siguiente manera: 5 minutos en xilol, 2 
veces; 3 minutos en alcohol absoluto, 2 veces; 3 minutos en alcohol 96º, 2 veces; 3 minutos en 
alcohol 50º, 2 veces; 5 minutos en agua destilada, 3 veces y 5 minutos en PBS 1X. A continuación, 
se les añadió una solución de H2O2 al 2% en PBS durante 5 minutos para bloquear la actividad de 
las peroxidasas endógenas. Tras lavado con agua destilada y PBS, los cortes se incubaron con el 
tampón de equilibrio provisto en el kit durante 15 minutos, y transcurridos éstos se incubaron con 
la enzima y los nucleótidos unidos a digoxigenina presentes en el tampón de reacción incluido en el 
kit, durante 1 hora a 37ºC en una cámara húmeda. Por último, los cortes se incuban con un 
conjugado anti-digoxigenina-peroxidasa. El color se obtuvo con una solución de H2O2 y 
diaminobenzidina (DAB). Se contrastó con hematoxilina. Los hepatocitos TUNEL-positivos se 
tiñeron de color marrón. En uno de los cortes se omitió la adición de la TdT para utilizar dicho 
corte como control negativo. 
  
Para evaluar la presencia de células apoptóticas se valoraron 40 campos de gran aumento elegidos 
de manera aleatoria por sección. 
7.3 Tinción inmunohistoquímica de nitrotirosina 
Para la detección de nitrotirosinas por inmunohistoquímica las muestras de tejido hepático se 
fijaron en formaldehído tamponado al 4% (Panreac, Barcelona, España), se incluyeron en parafina 
y se obtuvieron distintos cortes histológicos de cada muestra (3 m). Los cortes se desparafinaron y 
rehidrataron de la siguiente manera: 5 minutos en xilol, 2 veces; 3 minutos en alcohol absoluto, 2 
veces; 3 minutos en alcohol 96º, 2 veces; 3 minutos en alcohol 50º, 2 veces; 5 minutos en agua 
destilada, 3 veces. La inmunohistoquímica de las nitrotirosinas se realizó con el kit comercial 
Vectastain Universal Quick (Vector Lab, Burlingame, CA, USA) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. En resumen, como paso inicial se realizó el bloqueo de las peroxidasas endógenas de la 
muestra. A continuación, los cortes se incubaron con una solución de bloqueo (suministrada en el 
kit) al 2.5% durante 60 minutos y después se incubaron durante 2 horas con el anticuerpo primario 
anti-Nitrotirosina (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA)  preparado en dilución 1:200 en 
PBS con solución de bloqueo al 5%. Posteriormente las muestras se incubaron durante 60 minutos 
con un anticuerpo secundario biotinilado y a continuación se incubaron durante 60 minutos con un 
complejo SA-HRP. Finalmente las muestras se trataron con DAB y H2O2 con lo que se desarrolló 
un color marrón indicativo de la presencia de nitrotirosinas. Los cortes histológicos se tiñieron con 
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hematoxilina para proporcionar una tinción de contraste. En uno de los cortes se omitió la adición 
del anticuerpo primario frente a nitrotirosinas para utilizar dicho corte como control negativo 
[125,392].
El marcaje positivo para nitrotirosinas se determinó observando las muestras con microscopía 
convencional. La cuantificación del grado de tinción de nitrotirosinas se realizó estableciendo una 
escala del 0-3: grado 0, tinción mínima o ausencia de tinción; grado 1, tinción leve; grado 2, tinción 
moderada; y grado 3, tinción intensa [393]. 
7.4 Tinción inmunohistoquímica de adiponectina y resistina 
Para la inmunolocalización de adiponectina y resistina, las muestras de tejido hepático se fijaron en 
formaldehído tamponado al 4% (Panreac, Barcelona, España) y pasadas 24 horas se incluyeron en 
parafina. Las muestras se cortaron con un micrótomo en secciones de 3-4 m de grosor, obteniendo 
distintos cortes histológicos de cada muestra. Los cortes se desparafinaron con xilol y se hidrataron 
con etanol a concentraciones decrecientes. 
Las inmunohistoquímicas se llevaron a cabo mediante un kit comercial (DAKO Envision+System, 
peroxidase (DAB); Dako, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar se 
bloqueó la peroxidada interna de la muestra. Para cada detección, se incubó con el anticuerpo 
primario policlonal anti-adiponectina o anti-resistina respectivamente (R&D Systems, USA). 
Después de incubar con el anticuerpo secundario, las muestras se trataron con DAB y el sustrato 
cromógeno que resultó en un precipitado marrón.  
7.5 Tinción inmunohistoquímica de Ki-67 
La expresión de la proteína humana Ki-67 está estrictamente asociada con la proliferación celular. 
El hecho de que la proteína Ki-67 esté presente durante todas las fases activas del ciclo celular (G1, 
S, G2, y la mitosis), pero ausente de las células en reposo (G0), hace que sea un excelente marcador 
para determinar la proporción de células que se están dividiendo. 
Las muestras de tejido hepático se fijaron en formaldehído tamponado al 4% (Panreac, Barcelona, 
España) y pasadas 24 horas se incluyeron en parafina. Las muestras se cortaron con un micrótomo 
en secciones de 3-4 m de grosor. Los cortes se desparafinaron con xilol y se hidrataron con 
soluciones de etanol a concentraciones decrecientes. 
La inmunohistoquímica se llevó a cabo mediante un kit comercial (DAKO Envision+System, 
peroxidase (DAB); Dako, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En primer lugar se 
bloqueó la peroxidada interna de la muestra. Se incubó con el anticuerpo primario anti Ki-67 (clon 
SP6; Abcam, Cambrige, MA). Después de incubar con el anticuerpo secundario, las muestras se 
trataron con DAB y el sustrato cromógeno que da un precipitado marrón a las células en división. 
Se tiñeron los cortes con hematoxilina para dar una tinción de contraste y se montaron los 
portaobjetos. 
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El índice de marcaje de Ki-67 se determinó mediante la cuantificación de núcleos teñidos en 30 
campos de gran aumento elegidos de manera aleatoria por sección. Y los datos se expresaron como 
el porcentaje de células teñidas respecto al número total de hepatocitos [185]. 
8. Estudio estadístico 
El estudio estadístico se realizó mediante un análisis de la varianza (ANOVA), y seguidamente se 
determinó el nivel de significación estadística con un test de Student-Newman-Keuls, considerando 
los datos significativamente diferentes cuando p < 0.05. Los datos se expresaron como valor de la 
media ± error estándar de la media. La supervivencia se estimó con el método de Kaplan-Meier y 
fue comparada con una prueba long-rank, considerando los datos significativamente diferentes 
cuando p < 0.05. Adicionalmente, los resultados se analizaron utilizando el programa Prism versión 
4 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).  
Resultados 
1. PRIMER ESTUDIO  
Cyclic Adenosine 3’,5’-Monophophate in Rat Steatotic Liver 
Transplantation 
Mónica B. Jiménez Castro, Araní Casillas Ramírez, Marta Massip Salcedo, Maria Elías 
Miro, Anna Serafín, Antoni Rimola, Juan Rodés, Carmen Peralta. 
Liver Transplantation. 2011;17(9):1099-1110. 
Los niveles de AMPc en los injertos hepáticos no esteatósicos  fueron similares a los observados en 
un grupo control (Sham). Sin embargo, se observó un aumento en los niveles de AMPc en los 
injertos hepáticos esteatósicos sometidos a trasplante. El bloqueo en la generación de AMPc 
mediante el pre-tratamiento con un inhibidor de la adenilato ciclasa o la inducción del PC resultó 
en los efectos siguientes: Reducción de los parámetros bioquímicos de lesión hepática y del grado 
de necrosis y aumento de la supervivencia en los receptores de injertos hepáticos esteatósicos; 
mayor preservación del ATP y reducción en la acumulación de intermediarios de la vía glucolítica 
(glucosa 6-fosfato y fructosa 6-fosfato) y en la producción de lactato a lo largo de la isquemia fría. 
Por otra parte, la administración de un activador de la adenilato ciclasa o de análogos del AMPc en 
los injertos precondicionados eliminó el efecto protector del PC. El bloqueo en la generación de 
AMPc-y a través de un mecanismo dependiente de óxido nítrico- protegió a los injertos hepáticos 
esteatósicos frente al estrés oxidativo (inhibiendo en sistema XDH/XOD y preservando la GSH) y 
los desórdenes microcirculatorios asociados a la reperfusión. De hecho, las estrategias que 
bloquearon el AMPc (inhibidores de la adenilato ciclasa y el PC) aumentaron la síntesis de NO 
derivado de la cNOS. Además la inhibición en la síntesis de NO mediante modulación 
farmacológica eliminó los efectos protectores del PC y de los inhibidores de la adenilato ciclasa en 
injertos esteatósicos sobre la lesión, estrés oxidativo y desórdenes en la microcirculación.   
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Figura Suplementaria 1. 
Supporting Information Figure 1. Cyclic AMP (cAMP) levels were determined 4 h after 
reperfusion in steatotic and non-steatotic liver grafts. TR: transplantation, PC+TR: TR with 
previous ischemic preconditioning. *P < 0.05 versus Sham, +P < 0.05 versus TR 
Resultados                                                                                                                                       130 
Figura Suplementaria 2. 
Supporting Information Figure 2. Cyclic AMP (cAMP) (A), transaminase (B and C) and damage 
score (D) levels were determined 4 h after reperfusion in steatotic liver grafts. AST: aspartate 
Resultados                                                                                                                                       131 
aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; TR: transplantation, TR+SQ22536: TR treated 
with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536); PC+TR: 
TR with previous ischemic preconditioning; PC+TR+forskolin: PC+TR treated with adenyclate 
cyclase activator (forskolin); TR+SQ22536+DBcAMP: TR treated with SQ22536 and cAMP 
analog, dibutyryl cAMP (DBcAMP); PC+TR+DBcAMP: PC+TR treated with DBcAMP. *P < 
0.05 versus Sham, +P < 0.05 versus TR, #P < 0.05 versus TR+SQ22536; and °P < 0.05 versus 
PC+TR 
Figura Suplementaria 3. 
Supporting Information Figure 3. Survival of recipients transplanted with steatotic liver grafts at 14
days after transplantation. Recipients transplanted with steatotic liver grafts without treatment (TR 
group, ), recipients transplanted with steatotic liver grafts treated with adenylate cyclase inhibitor 
(TR+SQ22536 group, •), recipients transplanted with steatotic liver grafts with previous ischemic 
preconditioning (PC+TR group, ), recipients transplanted with steatotic liver grafts with previous 
ischemic preconditioning and administration of adenylate cyclase activator (PC+TR+forskolin 
group, ). TR: transplantation, TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-
hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous ischemic 
preconditioning; PC+TR+forskolin: PC+TR treated with adenylate cyclase activator (forskolin). 
Survival curves were calculated using Kaplan-Meier's method. 14-day survival rate: TR+SQ22536 
group versus TR group (P < 0,05); TR+SQ22536 group versus PC+TR group (P=NS); PC+TR 
group versus TR group (P < 0,05); PC+TR+forskolin group versus PC+TR group (P < 0,05); 
PC+TR+forskolin group versus TR group (P=NS). 
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Figura Suplementaria 4. 
Supporting Information Figure 4. A) Nitrates and nitrites and B) Representative Western blot of 
inducible nitric oxide synthase (iNOS) and constitutive nitric oxide synthase (cNOS) at the top (a: 
Sham; b: TR; c: TR+SQ22536; d: PC+TR; e: PC+TR+forskolin) and densitometric analysis of 
cNOS at the bottom were analysed 4 h after reperfusion in steatotic liver grafts. TR: 
transplantation, TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-
furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous ischemic preconditioning; 
PC+TR+forskolin: PC+TR treated with adenylate cyclase activator (forskolin). Mouse 
macrophages stimulated with interferon gamma/lipopolysaccharide and human endothelial cell 
lysate were used as positive controls (C+) for iNOS and cNOS, respectively. *P < 0.05 versus 
Sham, +P < 0.05 versus TR, °P < 0.05 versus PC+TR. 
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Figura Suplementaria 5. 
Supporting Information Figure 5. Transaminases (A, B), damage score (C), hyaluronic acid (D), 
vascular permeability (E) and edema (F) were determined 4 h after reperfusion in steatotic liver 
grafts. AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; TR: transplantation, 
TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 
amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous ischemic preconditioning; PC+TR+forskolin: 
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PC+TR treated with adenylate cyclase activator (forskolin); TR+SQ22536+NAME: TR treated 
with SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor, N-Nitro-L-Arginine methylester (L-NAME); 
PC+TR+NAME: PC+TR treated with L-NAME. *P < 0.05 versus Sham, +P < 0.05 versus TR, #P 
< 0.05 versus TR+SQ22536; and °P < 0.05 versus PC+TR. 
Figura Suplementaria 6. 
Supporting Information Figure 6. ATP (A) and adenine nucleotides (ATP+ADP+AMP) (B) were 
determined in steatotic liver grafts after 1 h, 2 h and 4 h of reperfusion (bars labeled as 1, 2 and 4, 
respectively). TR: transplantation, TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase inhibitor,9-
(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous ischemic 
preconditioning; PC+TR+forskolin: PC+TR treated with adenylate cyclase activator (forskolin); 
TR+SQ22536+NAME: TR treated with SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor, N-Nitro-L-
Arginine methylester (L-NAME); PC+TR+NAME: PC+TR treated with L-NAME. *P < 0.05 
versus Sham. 
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Figura Suplementaria 7. 
Supporting Information Figure 7. ATP (A), adenine nucleotides (B), nucleosides (C) and bases 
(hypoxanthine and xanthine) (D) were determined in steatotic liver grafts after 1 h, 3 h and 6 h of 
cold ischemia (bars labeled as 1, 3 and 6, respectively). ISQ: cold ischemia; ISQ+SQ22536: ISQ 
treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536); 
PC+ISQ: cold ischemia with previous ischemic preconditioning; PC+ISQ+forskolin: PC+ISQ 
treated with adenylate cyclase activator (forskolin); ISQ+SQ22536+NAME: ISQ treated with 
SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor, N-Nitro-L-Arginine methylester (L-NAME); 
PC+ISQ+NAME: PC+ISQ treated with L-NAME. *P < 0.05 versus Sham, +P < 0.05 versus ISQ 
and °P < 0.05 versus PC+ISQ. 
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Figura Suplementaria 8. 
Supporting Information Figure 8. cyclic AMP (cAMP) (A), hexoses 6-phosphate [(glucose 6-
phosphate (B) and fructose 6-phosphate (C)] and lactate (D) were analysed in steatotic liver grafts 
after 1 h, 3 h and 6 h of cold ischemia (bars labeled as 1, 3 and 6, respectively). ISQ: cold ischemia; 
ISQ+SQ22536: ISQ treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 
amine (SQ22536); PC+ISQ: cold ischemia with previous ischemic preconditioning; 
PC+ISQ+forskolin: PC+ISQ treated with adenylate cyclase activator (forskolin); 
ISQ+SQ22536+NAME: ISQ treated with SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor, N-Nitro-L-
Arginine methylester (L-NAME); PC+ISQ+NAME: PC+ISQ treated with L-NAME. *P < 0.05 
versus Sham, +P < 0.05 versus ISQ and °P < 0.05 versus PC+ISQ. 
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Figura Suplementaria 9. 
Supporting Information Figure 9. Malondialdehyde (MDA) (A), nitrotyrosines (B) and score of 
nitrotyrosine (C) were determined 4 h after reperfusion in steatotic liver grafts. TR: transplantation, 
TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 
amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous ischemic preconditioning; PC+TR+forskolin: 
PC+TR treated with adenylate cyclase activator (forskolin); TR+SQ22536+NAME: TR treated 
with SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor, N-Nitro-L-Arginine methylester (L-NAME); 
PC+TR+NAME: PC+TR treated with L-NAME. *P < 0.05 versus Sham, +P < 0.05 versus TR, #P 
< 0.05 versus TR+SQ22536 and °P < 0.05 versus PC+TR. 
Figura Suplementaria 10. 
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Supporting Information Figure 10. Xanthine dehydrogenase (XDH)/xanthine oxidase (XOD) (A), 
superoxide dismutase (SOD) (B) and glutathione (GSH) (C) were determined 4 h after reperfusion 
in steatotic liver grafts. TR: transplantation, TR+SQ22536: TR treated with adenylate cyclase 
inhibitor, 9-(tetra-hydro-2-furanyl)-9H-purin-6 amine (SQ22536); PC+TR: TR with previous 
ischemic preconditioning; PC+TR+forskolin: PC+TR treated with adenylate cyclase activator 
(forskolin); TR+SQ22536+NAME: TR treated with SQ22536 and nitric oxide synthesis inhibitor, 
N-Nitro-L-Arginine methylester (L-NAME); PC+TR+NAME: PC+TR treated with L-NAME. *P < 
0.05 versus sham, +P < 0.05 versus TR, #P < 0.05 versus TR+SQ22536 and °P < 0.05 versus 
PC+TR. 
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2. SEGUNDO ESTUDIO  
Tauroursodeoxycholic Acid Affects PPAR y TLR4 in Steatotic Liver 
Transplantation 
Mónica B. Jiménez Castro, Maria Elías Miro, Mariana Mendes Braz, Antoniette 
Lemoine, Antoni Rimola, Juan Rodés, Araní Casillas Ramírez*, Carmen Peralta*. 
American Journal of Transplantation. 2012;12(12):3257-3271. 
No se observaron alteraciones ni en la respuesta a proteínas desplegadas (UPR) ni en el estrés del 
retículo endoplasmático en injertos hepáticos esteatósicos y no esteatósicos después de 6 horas de 
preservación en solución UW y sometidos a trasplante. De hecho los niveles de proteína GRP78 en 
los injertos hepáticos fueron similares a los del grupo Sham. Las tres ramas de la vía del UPR 
(ATF6, IRE1 y PERK) se encontraron inactivadas en los injertos hepáticos. Los niveles de la 
proteínas ATF6 p-50 y ATF6 p-50, XBP1(s), TRAF2, PERK fosforilada y eIF2 fosforilada y la 
acumulación de ATF4 y de la proteína CHOP en injertos hepáticos fueron similares a el grupo 
Sham. Esto ocurrió en trasplante hepático tanto singénico como alogénico. 
La administración de TUDCA protegió únicamente a los injertos hepáticos esteatósicos y lo hizo a 
través de un mecanismo independiente del estrés del retículo endoplasmático. El TUDCA redujo 
PPAR y la lesión hepática por I/R en injertos esteatósicos. Los resultados obtenidos en este 
estudio mostraron que cuando el PPAR es activado, el TUDCA ya no es capaz de reducir la lesión 
hepática. Además de lo anterior, se demostró que los inhibidores del PPAR (TUDCA y 
antagonistas de PPAR) aumentaron la expresión de TLR4, en concreto la vía del dominio-TIR que 
contiene el adaptador inductor de interferón- (TRIF). En consonancia con lo anterior, el 
tratamiento con agonistas del TLR4 redujo la lesión por I/R en injertos hepáticos esteatósicos 
sometidos a trasplante. Cuando se inhibió la acción del TLR4, se eliminaron los efectos 
beneficiosos del antagonista del PPAR sobre la lesión por I/R en injertos esteatósicos. Así pues, el 
TUDCA redujo el PPAR, y este a su vez aumentó la expresión de TLR4 y protegió frente a la 
lesión hepática. Esta vía de señalización se ha evidenciado tanto en trasplante hepático singénico 
como alogénico con injertos esteatósicos. 
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3. TERCER ESTUDIO  
Adiponectin y resistin protect steatotic livers undergoing transplantation 
Mónica B. Jiménez Castro, Araní Casillas Ramírez, Mariana Mendes Braz, Marta Massip 
Salcedo, Jordi Gracia Sancho, Maria Elías Miro, Juan Rodés, Carmen Peralta. 
Journal of Hepatology. 2013;59:1208-1214. 
No se observaron cambios en los niveles de estas adipocitoquinas (adiponectina, resistina y 
visfatina) en hígados no esteatósicos, lo cual está en consonancia con la inefectividad del pre-
tratamiento de tales adipocitoquinas en este tipo de injertos. No se observaron alteraciones en los 
niveles de visfatina en los injertos esteatósicos y por consiguiente la modulación farmacológica no 
indujo cambios en el daño hepático. Por otra parte, los injertos esteatósicos exhibieron una 
reducción en los niveles de adiponectina y resistina (tanto en los niveles de proteína como de 
mRNA) cuando se sometieron a trasplante. La adiponectina se localizó principalmente en las 
células endoteliales de los vasos portales, en los sinusoides y en los hepatocitos. La 
inmunorreactividad para resistina se limitó a los sinusoides hepáticos y a los hepatocitos. El pre-
tratamiento con adiponectina protegió a los injertos esteatósicos, y lo hizo a través de un 
mecanismo dependiente de resistina e independiente de visfatina. De hecho, la administración de 
resistina en hígados esteatósicos sometidos a trasplante redujo la lesión hepática y aumentó la 
proliferación celular y la supervivencia de los receptores mientras que si se inhibe la resistina, la 
adiponectina no protege a los injertos hepáticos esteatósicos. La acumulación de resistina inducida 
por adiponectina activó a la vía PI3K/Akt. La administración de adiponectina o resistina aumentó 
la expresión de PI3K/Akt mientras que la inhibición de la resistina eliminó los beneficios de la 
adiponectina sobre esta vía de señalización celular. Los resultados de este estudio señalaron al 
AMPK como un mediador cascada arriba en la vía adiponectina-resistina-PI3K/Akt en injertos 
hepáticos esteatósicos sometidos a trasplante. Nuestros estudios basados en la modulación 
farmacológica del AMPK indicaron que estrategias dirigidas a aumentar la adiponectina 
incluyendo activadores del AMPK o la inducción del PC isquémico (el cual activa AMPK) 
aumentaron los niveles de resistina y activaron la vía PI3K/Akt, protegiendo así a los injertos 
hepáticos esteatósicos.  
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Figura Suplementaria 1. 
Supplementary Figure 1. Representative photographs of histological lesions in steatotic liver 
transplantation. Area of coagulative necrosis was analyzed by H&E (10x).  
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Figura Suplementaria 2. 
Supplementary Figure 2. Representative photographs of apoptotic hepatic cells in steatotic liver 
transplantation. Apoptosis was evaluated by TUNEL (10x).  
Resultados                                                                                                                                       165 
Figura Suplementaria 3. 
Supplementary Figure 3. Representative photographs of Ki-67-positive hepatocytes in steatotic 
liver transplantation. The number of Ki-67-positive hepatocytes was evaluated by 
Immunohistochemistry (10x).  
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Figura Suplementaria 4. 
Supplementary Figure 4. Role of AMPK on hepatic injury and cell proliferation in steatotic liver 
transplantation. A) Trasaminases levels, damage score and histological lesions, B) caspase 3 
activity levels and TUNEL-apoptotic hepatic cells and C) percentage of Ki-67-positive hepatocytes 
and immunohistochemical staining of Ki-67-positive hepatocytes, (n=6 transplants per group in 
each measurement), (10x) *P < 0.05 versus Sham, +P < 0.05 versus TR, #P < 0.05 versus PC+TR.  
Discusión 
La lesión por I/R hepática, inherente al trasplante hepático, continúa siendo un problema sin 
resolver en la práctica clínica a pesar de los avances en los tratamientos farmacológicos, en mejoras 
de las soluciones de preservación y en el establecimiento de estrategias de terapia génica. En 
trasplante hepático, la I/R es la causa principal tanto del mal funcionamiento como del FPI 
hepático, siendo este último el responsable de 81% de los retrasplantes durante la primera semana 
tras la intervención quirúrgica. Y si esto ocurre en hígados sanos aun son mayores los casos de mal 
función o FPI hepático cuando el injerto es esteatósico, de ahí que la esteatosis sea la causa 
principal del mayor numero de órganos considerados no aptos para el trasplante, acentuando así la 
problemática de la falta de injertos hepáticos para trasplante [17]. Se sabe que de todos los hígados 
patológicos que no se consideran aptos para trasplante, más del 50% no se consideran aptos por ser 
esteatósicos. Esto acentúa la problemática de la falta de órganos para trasplante. Además, se espera 
una mayor prevalencia de esteatosis en la población en general y por lo tanto en la cirugía hepática 
[102]. Teniendo en cuenta estas observaciones, es evidente la necesidad de desarrollar estrategias 
protectoras para minimizar los efectos adversos de la lesión por I/R en los hígados esteatósicos. 
Esto incidiría positivamente en mejores resultados post-trasplante, en una mayor disponibilidad de 
injertos hepáticos para trasplante y consecuentemente en una reducción en las listas de espera de 
pacientes que requieren un trasplante de hígado. 
Diferentes estudios realizados en hígados no esteatósicos de donantes a corazón parado y 
sometidos a isquemia [291-293], y en modelos de hígado perfundido aislado [294] han descrito que 
estrategias que aumentan el AMPc pueden ser relevantes en el tratamiento de la lesión por I/R 
hepática. Sin embargo, los resultados aquí presentados indican que el AMPc no juega un papel 
crucial en la lesión inducida por I/R en los injertos hepáticos no esteatósicos sometidos a trasplante. 
Este tipo de hígado mostraron niveles de AMPc similares a los del grupo sham), y estrategias 
farmacológicas que modularon los niveles de AMPc  no proporcionaron ninguna protección frente 
a la lesión hepática.  
Además de lo anterior, aunque la inducción del PC protegió a los injertos hepáticos no esteatósicos 
frente a la lesión por I/R, sus beneficios no estuvieron asociados con cambios en los niveles de 
AMPc; lo cual indica un rol minoritario del AMPc en esta situación.  
La utilidad de estrategias dirigidas a modular AMPc en el trasplante de hígados esteatósicos no se 
había determinado previamente. En la presente tesis se evidencian los efectos perjudiciales del 
AMPc en los injertos hepáticos esteatósicos y se sugiere la utilidad clínica de estrategias que 
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bloquean la acción del AMPc (tales como la inducción del PC o inhibidores de la adenilato ciclasa) 
en el trasplante de hígados esteatósicos. Sin embargo, el AMPc no es una buena diana terapéutica 
en el trasplante de injertos hepáticos no esteatósicos.  
La presente tesis pone de manifiesto que el AMPc muestra efectos diferenciales sobre la lesión 
hepática en función de las condiciones quirúrgicas, tales como la inducción o no de paro cardiaco, 
diferentes tiempos de isquemia y presencia o no de esteatosis hepática [291-294]. Además es bien 
conocido que existen múltiples vías mediadas por el AMPc [290]; que los 2 receptores 
intracelulares del AMPc (proteína quinasa A y proteína de intercambio activada por AMPc)  
pueden mediar efectos opuestos del AMPc sobre la proteína quinasa B [297] y que el resultado de 
la señalización del AMPc depende de la abundancia y de la distribución dinámica de proteína de 
intercambio intracelular activada por AMPc y de la proteína quinasa A [290]. Todo esto podría 
explicar al menos parcialmente los roles divergentes del AMPc en la I/R hepática. 
A continuación se explica el por qué una reducción en los niveles de AMPc inducida por un 
inhibidor de la adenilato ciclasa o el PC, protege a los injertos hepáticos esteatósicos frente a la 
lesión por I/R asociado al trasplante. Es bien conocido que la degradación del ATP durante la 
isquemia conduce a una aceleración de la glucólisis. Aunque la glucólisis es esencial para la 
supervivencia de la célula, también puede ser perjudicial debido a la acumulación de productos 
glucolíticos tales como el lactato [361]. Nuestros resultados indican que en el hígado, el aumento 
de los niveles de AMPc debido a la isquemia desencadenó la activación de la glucólisis. Esto causó 
la acumulación de las hexosas 6-fosfato, que proceden de la vía glucolítica y la consiguiente 
formación de lactato [361,394]. Se puede obtener tolerancia metabólica y funcional frente a la 
isquemia mediante intervenciones que eviten la pérdida de metabolitos críticos, tales como el ATP 
y limiten la glucólisis anaeróbica y la producción de lactato [361]. En la presente tesis se 
investigaron los efectos de las estrategias que bloquean el AMPc (inhibidores de la adenilato 
ciclasa e inducción del PC) sobre el metabolismo energético durante el período de isquemia fría. 
Los resultados obtenidos mostraron que el bloqueo del AMPc a través de un mecanismo 
independiente de NO, preservó el ATP y los nucleótidos de adenina a lo largo de la isquemia fría. 
Esta preservación del ATP, parece no estar relacionada con la producción de ATP a través de la 
glucólisis anaeróbica, ya que se observó una relación inversa entre el ATP y la actividad glucolítica 
(estimada por la acumulación de las hexosas 6-fosfato y la producción de lactato). En 
consecuencia, la preservación del ATP durante la isquemia fría inducida por los inhibidores del 
adenilato ciclasa o la inducción del PC pueden ser el resultado de una menor utilización del ATP.   
En el contexto de la I/R hepática, el NO es un importante molécula protectora debido a su acción  
como vasodilatador, antioxidante y anti-neutrófilos [378,395,396]. Además, el NO es uno de los 
mediadores de los efectos beneficiosos del PC [125,231,238]. Sin embargo, el NO es perjudicial si 
se combina con los RLO ya que puede derivar en la formación de ONOO- [125]. Esto puede haber 
ocurrido en los injertos hepáticos esteatósicos del grupo del trasplante, ya que se observaron los 
siguientes factores: altos niveles de NO y de RLO y la presencia de ONOO-. Los efectos oxidativos 
Discusión                                                                                                                                         169 
y citotóxicos del ONOO- están bien documentados [397,398]. El ONOO- reduce las defensas 
antioxidantes de las células, inactiva enzimas y modifica proteínas [399]. Se han descrito diferentes 
resultados acerca de los efectos del AMPc sobre el NO y los RLO en cultivos celulares en función 
del tipo celular y las condiciones experimentales evaluadas [295,297,400,401], En las condiciones 
evaluadas en la presente tesis, inhibidores farmacológicos y quirúrgicos del AMPc (inhibidores de 
la adenilato ciclasa y la inducción del PC) aumentaron los niveles de NO y redujeron los niveles de 
RLO en los injertos hepáticos esteatósicos. Tales resultados fueron asociados con una reducción en 
los niveles de las nitrotirosinas. A pesar de los altos niveles del NO observados tras la aplicación 
del PC o la administración de inhibidores de la adenilato ciclasa, los niveles reducidos de RLO 
inducidos por ambas estrategias (los cuales fueron similares a los niveles registrados en un sham),  
fueron insuficientes para combinarse con el NO y formar ONOO-. Es bien sabido que el ONOO- 
sólo se forma cuando se producen niveles altos de ambos, NO y RLO [397,398] y esto no ocurre en 
nuestras condiciones. Nuestros resultados indicaron que las estrategias que bloquean la acción del 
AMPc, mediante la generación del NO, protegen los hígados esteatósicos frente al estrés oxidativo 
y el daño hepático. Tales beneficios de los inhibidores del AMPc desaparecieron si inhibimos la 
síntesis de NO. Los efectos del NO sobre el sistema generador de RLO (XDH/XOD) y el sistema 
antioxidante (GSH) podrían explicar los beneficios del NO sobre estrés oxidativo en injertos de 
hígado esteatósicos. De hecho, en injertos hepáticos esteatósicos sometidos a trasplante se han 
observado niveles reducidos de los sistemas antioxidantes y una alta producción de RLO generado 
por el sistema xantina/XOD. XOD juega un papel crucial en la lesión por I/R hepática, en 
condiciones en las que ocurre una conversión significativa de XDH a XOD (80%-90%) [402]. Esto 
sucedió en nuestras condiciones ya que el porcentaje de XOD en los injertos esteatósicos sometidos 
a trasplante fue de 90%. Trabajos realizados por nuestro grupo de investigación en el mismo 
modelo de trasplante hepático demostraron que la inhibición XOD con alopurinol previno la 
producción de ROS y protegió eficazmente a los injertos hepáticos esteatósicos frente al daño 
inducido por I/R, lo que indica la implicación de la XOD en la lesión hepática asociada al 
trasplante con injertos esteatósicos. Por lo tanto, cualquier mecanismo capaz de modular la 
conversión de XDH a XOD o la acumulación de sustrato de la XOD (xantina e hipoxantina) podría 
proteger los hígados esteatósicos frente al daño inducido por I/R. Es bien sabido que altos niveles 
de hipoxantina o de xantina están asociados a tasas de supervivencia bajas en injertos hepáticos 
sometidos a trasplante [403,404]. Los resultados de este estudio indican que estrategias 
farmacológicas y quirúrgicas que inhiben el AMPc (inhibidores de la adenilato ciclasa y la 
inducción del PC) generan NO, lo cual a su vez reduce el porcentaje de XOD en injertos 
esteatósicos, protegiendo así frente al estrés oxidativo. Además, la inhibición del AMPc inducida 
por ambas estrategias, y a través de una vía independiente del NO, reduce la acumulación de 
sustratos de la XOD. La preservación del GSH mediada por el NO también podría contribuir a 
atenuar los efectos perjudiciales de los RLO en el trasplante de hígados esteatósicos.   
De acuerdo con los resultados obtenidos, estrategias que inhiben el AMPc (inhibidores de la 
adenilato ciclasa y el PC), a través de un mecanismo dependiente del NO, protegen frente al daño 
celular endotelial y frente a los desórdenes microcirculatorios en el trasplante de injertos hepáticos 
esteatósicos, ya que reducen los niveles del ácido hialurónico, la permeabilidad microvascular y el 
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edema. Es bien conocido que la disfunción de la microcirculación es un importante evento en la 
lesión por I/R. Un indicador temprano de disfunción microvascular es el aumento en la 
permeabilidad microvascular que permite la extravasación de proteínas al espacio intersticial y trae 
consigo la formación de edema [405]. 
Los resultados del primer estudio de la presente tesis indican que en el trasplante hepático, las 
estrategias basadas en el bloqueo de AMPc podrían ser útiles sólo en presencia de esteatosis. En 
injertos hepáticos no esteatósicos, las estrategias farmacológicas que bloquean la acción del AMPc 
(SQ22536) no protegieron frente al daño y además el AMPc no es clave en los mecanismos de 
protección del PC. Los resultados expuestos en la tesis permiten explicar cómo tales estrategias 
protegen en presencia de esteatosis. Ralentizaron la degradación del ATP y limitaron la 
acumulación de lactato, lo que probablemente permitió a las células sobrevivir en condiciones 
adversas. Además,  se demostró que los bloqueadores del AMPc generaron NO, el cual redujo la 
actividad de la XOD, preservó los sistemas de antioxidantes como el GSH, y protegió los injertos 
esteatósicos frente al daño de las células endoteliales y las disfunciones microcirculatorias 
asociadas al trasplante. Con respecto a las posibles aplicaciones clínicas, por una parte, tales 
estrategias aumentar la viabilidad de los injertos con reducida esteatosis que se someten a trasplante 
y presentan deficientes resultados post-operatorios. Por otro lado, podrían mejorar las condiciones 
iniciales de los injertos hepáticos con esteatosis severa, que no se consideran aptos para trasplante 
por sus condiciones patológicas, lo cual incidiría positivamente en una reducción en las listas de 
espera. Evidentemente se requieren futuros estudios para confirmar la viabilidad de estas 
estrategias basadas en el bloqueo del AMPc, especialmente en donantes inestables que hayan 
experimentado estrés secundario a hipotensión y vasopresores. 
Siguiendo con los objetivos de la presente tesis a continuación se investigó si el TUDCA era capaz 
de proteger a los injertos hepáticos esteatósicos y no esteatósicos sometidos a trasplante después de 
6 horas de preservación. Previamente a nuestros estudios, se habían descrito resultados indicando 
que el TUDCA era capaz de proteger a ambos tipos de injertos sometidos a 2 horas de preservación 
en solución HTK frente a la lesión por I/R asociada al trasplante mediante una reducción del estrés 
del RE. Sin embargo no se conocía si dichos efectos podrían ser extrapolables a injertos hepáticos 
esteatósicos y no esteatósicos sometidos a 6 horas de preservación fría (un tiempo comúnmente 
usado en la práctica clínica) en solución de UW (la solución estándar usada en trasplante hepático).  
Los resultados obtenidos en la presente tesis, sugieren que el TUDCA puede jugar efectos 
protectores en trasplante hepático singénico y alogénico con injertos esteatósicos. En las 
condiciones evaluadas en esta tesis, no se observó estrés del RE en ambos tipos de injertos 
sometidos a 6 horas de isquemia fría. El TUDCA fue solamente efectivo en los injertos 
esteatósicos, pero sus beneficios no cursaron a través de una regulación en el estrés del RE. Por lo 
tanto, usar como diana terapéutica el estrés del RE, no sería de utilidad clínica en injertos 
esteatósicos preservados en solución UW durante 6 horas de isquemia fría. 
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Seguidamente se evaluaron los mecanismos moleculares implicados en los beneficios del TUDCA 
en trasplante con injertos esteatósicos. Nuestros resultados indicaron que los beneficios del 
TUDCA no se pueden explicar por una reducción en el estrés oxidativo. Por otra parte, el TUDCA 
redujo los niveles de PPAR en injertos hepáticos esteatósicos y a través de este mecanismo 
protegió los injertos esteatósicos. De hecho, el pre-tratamiento con agonistas del PPAR eliminó 
los efectos beneficiosos del TUDCA sobre la lesión hepática. Tales efectos se observaron tanto en 
trasplante hepático isogénico como alogénico. Atendiendo a estos resultados, se decidió analizar si 
la inhibición de PPAR inducida por TUDCA afectaba la vía del TLR4 en los injertos hepáticos 
esteatósicos.  
La inhibición de la acción del PPAR, con un antagonista del PPAR, aumentó la expresión de la 
vía del TLR4 dependiente de TRIF en injertos esteatósicos y redujo la lesión hepática. Al igual que 
los inhibidores del PPAR, la administración de activadores de la vía del TLR4 protegió a los 
injertos esteatósicos frente a la lesión asociada al trasplante. Por otra parte, la activación de PPAR
eliminó los beneficios de TUDCA sobre la vía del TLR4 y sobre la lesión en injertos esteatósicos. 
Por lo tanto, estos resultados sugieren un nuevo mecanismo basado en la vía de señalización 
TUDCA-PPAR-TLR4 en el trasplante hepático con injertos esteatósicos. Así pues, tanto en 
trasplante hepático singénico como alogénico con injertos esteatósicos, la administración de 
TUDCA inhibe PPAR y esto se traduce en una activación de la vía del TLR4 (específicamente vía 
del TRIF) y consecuentemente en una protección frente a la lesión hepática.  
A parte de los hallazgos mencionados anteriormente, los resultados de la presente tesis evidencian  
una reducción de la expresión de la proteína TLR4, dependiente de TRIF, en trasplante con injertos 
esteatósicos, mientras que no se observaron alteraciones en la vía MyD88. Futuras investigaciones 
centradas en el estudio de diferentes moléculas que juegan un papel clave en la regulación de la 
señalización de TLR4, como el  supresor de señalización de citocina (SOCS)-1, SOCS-3 y la IL-1 
asociada al receptor quinasa (IRAK)-M [406,407], deberán ser investigadas para dar respuesta a 
tales observaciones.  
Numerosos estudios apuntan a los efectos perjudiciales del TLR4 en procesos de I/R, 
principalmente en injertos no esteatósicos [320,322-327]. En esta tesis se evidencian efectos 
beneficiosos de estrategias que aumenten los niveles de TLR4 en trasplante hepático isogénico y 
alogénico con injertos esteatósicos. Para entender estos resultados diferenciales hay que considerar 
que los agonistas del TLR4 y el TUDCA (que aumentó el TLR4) se administraron sólo en los 
donantes, antes del periodo de isquemia fría. Nuestros resultados estarían en línea con estudios 
anteriores en isquemia hepática normotérmica, indicando que la inducción de un 
precondicionamiento químico usando ligandos del TLR4 protege al hígado frente a los efectos 
adversos de una posterior I/R [407].  
Nuestros estudios no explican el por qué la activación de la vía del TLR4 protege a los injertos 
hepáticos esteatósicos frente a la lesión por I/R asociado al trasplante. Para responder a esta 
pregunta, se deben considerar resultados previos obtenidos en células aisladas [406]. Estos estudios 
sugieren que un aumento en la actividad de la vía del TLR4 induce respuestas beneficiosas; como 
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por ejemplo, la inducción dependiente de IRF de los interferones de tipo 1 en hepatocitos y la 
interleuquina 10 en macrófagos.  
En resumen, el TUDCA protegió a los injertos hepáticos esteatósicos preservados en solución de 
UW durante 6 horas y sometidos a trasplante, a través de un mecanismo de señalización 
independiente del estrés del RE. Los resultados obtenidos señalan nuevas propiedades del TUDCA 
y del TLR4 en el trasplante de hígados esteatósicos y establecen una relación entre TUDCA, 
PPAR y TLR4. El TUDCA redujo los niveles de PPAR, y esto activó la vía del TLR4, 
específicamente la vía del TRIF, protegiendo así a los injertos esteatósicos. Estos resultados 
indican nuevas posibilidades de intervenciones terapéuticas basadas en la activación de la 
señalización del TLR4 para proteger a los injertos hepáticos esteatósicos frente al daño asociado al 
trasplante. Tales estrategias podrían mejorar los resultados post-operatorios de los pacientes 
sometidos a resecciones hepáticas o a trasplante y aumentar el número de órganos disponibles para 
el trasplante. Sin embargo, antes de establecer la utilidad de la vía del TLR4 como una diana 
terapéutica, existen varios puntos a tener en cuenta. Los efectos del TLR4 difieren en función de las 
condiciones quirúrgicas. Por lo tanto, si bien se requiere inhibir la acción del TLR4 para proteger el 
hígado en condiciones de isquemia normotérmica, es necesario activar la vía del TLR4 para 
proteger a los injertos hepáticos esteatósicos sometidos a trasplante. Además, la respuesta de TLR4 
puede variar e implicar a diferentes vías de transducción de señales en función del procedimiento 
quirúrgico y que actualmente son desconocidas.  
Siguiendo con los objetivos de la presente tesis, se investigó el papel de la adipocitoquinas tales 
como la adiponectina, resistina y visfatina en la lesión por I/R en el trasplante hepático con injertos 
esteatósicos y no esteatósicos. Es bien conocido que la esteatosis y la inflamación en diferentes 
patologías hepáticas está asociada con alteraciones en la regulación de la producción de 
adipocitoquinas, incluyendo la adiponectina, la resistina y la visfatina [408].  
A diferencia del papel clave de la visfatina en diferentes enfermedades inflamatorias [347-349], en 
la presente tesis se evidencia por vez primera que la visfatina no está implicada en la vulnerabilidad 
de los hígados esteatósicos frente a la lesión por I/R en el trasplante hepático ni en los beneficios de 
la adiponectina en el trasplante de hígados esteatósicos. De hecho, en nuestras condiciones 
quirúrgicas, los niveles de proteína y de mRNA de la visfatina después del trasplante fueron 
similares a los encontrados en el grupo Sham. Por el contrario, los hígados esteatósicos estuvieron 
más predispuestos a una reducción tanto de la adiponectina, como de la resistina cuando se 
sometieron a trasplante, presumiblemente debido a un deterioro en la producción hepática de estas 
adipocitoquinas. De hecho, este resultado está en consonancia con estudios previos en los que se 
señala que la producción de las adipocitoquinas disminuye en condiciones de estrés, tanto a nivel 
de la proteína como de mRNA [367].  
Estrategias farmacológicas dirigidas a modular la adiponectina, fueron irrelevantes para los injertos 
hepáticos no esteatósicos sometidos a 6 horas de isquemia fría. Por otra parte, los resultados de la 
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presente tesis indican que se debe activar la vía de señalización de la adiponectina para proteger los 
injertos hepáticos esteatósicos frente al daño asociado al trasplante.  
A diferencia de otros estudios que describen la resistina como una adipocitoquina responsable de la 
inflamación hepática asociada a diferentes patologías [345,346,409,410], en esta tesis se describe 
por primera vez que el pre-tratamiento con resistina podría ser una estrategia útil para reducir la 
vulnerabilidad de los hígados esteatósicos sometidos a trasplante. Notoriamente, esta estrategia 
sería de utilidad específicamente en presencia de esteatosis, pero sería irrelevante en injertos no 
esteatósicos. 
Establecemos una posible vía de señalización basada en la relación entre adiponectina y resistina en 
el trasplante de hígados esteatósicos. Datos experimentales indican que una dieta crónica alta en 
grasas disminuye los niveles plasmáticos de la adiponectina y aumenta los niveles de resistina, 
señalando una correlación negativa entre ambas adipocitoquinas [411]. Sin embargo, en pacientes 
obesos con esteatohepatitis no alcohólica, no se ha descrito ninguna correlación entre la 
adiponectina y resistina [411,412]. A diferencia de estos datos, los resultados descritos en esta tesis, 
indican que la adiponectina podría ser un regulador positivo de la resistina en injertos hepáticos 
esteatósicos sometidos a trasplante. En línea con lo anterior, el pre-tratamiento con adiponectina 
aumentó la resistina en los injertos hepáticos esteatósicos, lo cual a su vez protegió frente al daño 
por I/R. Si inhibimos la resistina, desaparecen los beneficios de la adiponectina. Finalmente, la 
reducción en los parámetros de daño hepático que se obtuvieron tras el tratamiento con resistina 
confirman los beneficios de esta adipocitoquina en los hígados esteatósicos sometidos a trasplante.  
En base a resultados previos obtenidos en corazón [354], se evaluó si la activación de la resistina 
inducida por la adiponectina podría modificar la vía PI3K/Akt en injertos hepáticos esteatósicos. Es 
importante destacar que la vía de señalización de PI3K/Akt juega un papel crucial en la 
supervivencia celular [17,414]. Los resultados experimentales obtenidos indicaron que el 
tratamiento con adiponectina o resistina activó la vía de supervivencia celular PI3K/Akt en injertos 
hepáticos esteatósicos. Por otra parte, el bloqueo de la resistina eliminó los efectos de la 
adiponectina sobre la vía del PI3K/Akt. Esto sugiere un nuevo mecanismo basado en la regulación 
de PI3K/Akt para explicar por qué la activación de la resistina inducida por la adiponectina protege 
los injertos de hígado esteatósicos.  
Mientras que estudios previos indican que la adiponectina activa AMPK en el hígado [415,416], los 
resultados aquí presentados señalan una relación inversa, ya que la activación del AMPK (inducida 
por el PC o administración de AICAR)  aumentó la adiponectina en injertos hepáticos esteatósicos. 
Esto a su vez, aumentó la generación de resistina, activó la vía PI3K/Akt y protegió a los hígados 
esteatósicos frente a la lesión asociada al trasplante. 
A la luz de lo expuesto anteriormente, estrategias farmacológicas dirigidas a modular la 
adiponectina y resistina serán irrelevantes en hígados no esteatósicos sometidos a trasplante. Sin 
embargo, esto no podría no ocurrir en presencia de esteatosis. Los injertos hepáticos esteatósicos 
están más predispuestos a una reducción en los niveles de adiponectina y resistina al someterlos a 
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trasplante y el tratamiento con adiponectina o resistina los protegió. Los resultados obtenidos 
señalan que la adiponectina aumenta los niveles de resistina y esto a su vez favorece la activación 
de la vía PI3K/Akt, protegiendo así a los injertos hepáticos esteatósicos. En términos de una 
aplicación clínica, fármacos capaces de regular la adiponectina y la resistina, tienen el potencial de 
aumentar el pool de órganos disponibles para el trasplante, ya que podrían mejorar los resultados 
postoperatorios de injertos hepáticos esteatósicos de moderada o severa esteatosis que de otro 
modo no serían trasplantados por sus condiciones patológicas. 
Desde el punto de vista de una posible aplicación clínica, los hallazgos descritos en la presente tesis 
pueden abrir nuevas posibilidades para la intervención terapéutica en el trasplante hepático,  
específicamente en el caso de los injertos hepáticos esteatósicos. Esto reviste gran importancia ya 
que es bien conocido que se espera un aumento en la prevalencia de los hígados esteatósicos en la 
cirugía hepática y que este tipo de hígados supone un riesgo añadido en la cirugía hepática ya que 
estos hígados toleran peor que los no esteatósicos la lesión por I/R. Además, la esteatosis hepática 
agrava el problema de la falta de órganos ya que se sabe que la esteatosis es la causa del mayor 
número de órganos no aptos para trasplante. El AMPc, el TLR4, la adiponectina y la resistina 
serían dianas de posible acción terapéutica en el trasplante de injertos hepáticos esteatósicos. En la 
presente tesis se demostró que al inhibir el AMPc se protege a los injertos hepáticos esteatósicos 
sometidos a trasplante. La segunda diana terapéutica se basa en la activación del TLR4 y de la 
misma manera también se demostró que tratamientos terapéuticos basados en aumentar los niveles 
de adiponectina y resistina, protegen a los injertos hepáticos esteatósicos. En la presente tesis se 
han establecido además nuevas vías de señalización en el trasplante hepático con injerto esteatósico 
y específicas para este tipo de injertos (Figura 24). El tratamiento con un agentes que bloquean el 
AMPc, a través del NO, redujo el estrés oxidativo, el daño celular endotelial y la disfunción 
microvascular. Además, este mismo tratamiento a través de una vía independiente del NO, ralentiza 
la degradación de ATP y limita la acumulación de lactato, lo cual se traduce en una mejor 
viabilidad del injertos y supervivencia del receptor tras el trasplante. La administración de 
TUDCA, antagonistas del PPAR  o agonistas del TLR4, activaron la vía del TLR4 (dependiente 
del TRIF), lo cual protegió a los injertos hepáticos esteatósicos. En la presente tesis también se 
describió un nuevo mecanismo de protección del TUDCA no descrito con anterioridad que es el 
siguiente: el TUDCA redujo PPAR y esto a su vez activó la vía del TLR4. Por último, la 
administración de adiponectina o resistina, mediante la activación de la vía PI3K/Akt, redujo el 
daño hepático en hígados esteatósicos sometidos a trasplante. En la presente tesis también se 
describieron nuevos mecanismos de señalización subyacentes a los efectos beneficiosos del PC en 
injertos esteatósicos sometidos a trasplante hepático. Esta estrategia quirúrgica redujo la lesión 
hepática por I/R en injertos esteatósicos sometidos a trasplante mediante la inhibición del AMPc. 
Esto indujo los mismos efectos sobre el NO, estrés oxidativo, daño celular endotelial, disfunción 
microvascular y metabolismo energético que los inhibidores farmacológicos del AMPc. Además de 
lo anterior, el PC, mediante a la activación de AMPK, es capaz de generar adiponectina, la cual 
induce la acumulación de resistina para activar finalmente la vía PI3K/Akt.  
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Conclusiones 
Las conclusiones de la presente tesis son las siguientes: 
1. El AMPc desempeña un papel perjudicial en la lesión por I/R hepática asociada al 
trasplante de injertos hepáticos esteatósicos, mientras que este segundo mensajero juega un 
papel irrelevante en injertos hepáticos no esteatósicos sometidos a trasplante. 
  
2. Las estrategias farmacológicas encaminadas a inhibir el AMPc (tales como la inducción del 
PC o el tratamiento con inhibidores de la adenilato ciclasa), protegen a los injertos 
hepáticos esteatósicos frente a la lesión por I/R asociada al trasplante y son específicas para 
este tipo de injertos. Esta protección-mediada por el NO-reduce el estrés oxidativo, el daño 
celular endotelial y las disfunciones microvasculares. Los beneficios de tales estrategias 
sobre el metabolismo energético en injertos esteatósicos son independientes del NO.  
3. El TUDCA es capaz de proteger sólo a los injertos hepáticos esteatósicos mediante un 
mecanismo independiente del estrés del retículo endoplasmático. Los mecanismos de 
protección del TUDCA cursan mediante una reducción en la expresión de PPAR, lo cual a 
su vez activa la vía del TLR4, específicamente la vía del TRIF para proteger a los injertos 
esteatósicos frente a la lesión asociada al trasplante.  
4. Los injertos hepáticos esteatósicos están más predispuestos a una reducción en los niveles 
de adiponectina y resistina al someterlos a trasplante que los no esteatósicos. El tratamiento 
con adiponectina o resistina protege a los injertos esteatósicos frente a la vulnerabilidad 
que presentan a la lesión inducida por I/R mientras que es ineficaz en injertos no 
esteatósicos.  
5. Las estrategias terapéuticas capaces de activar el AMPK (tales como la inducción del PC o 
el tratamiento con activadores de la AMPK) aumentan la síntesis de adiponectina, la cual a 
su vez genera resistina en injertos esteatósicos. La activación de la vía PI3K/Akt inducida 
por la resistina protege a los injertos esteatósicos sometidos a trasplante.  
6. Se han descrito estrategias farmacológicas (inhibidores del AMPc, TUDCA, agonistas del 
TLR4, adiponectina y resistina) que son específicas para proteger a los injertos hepáticos 
esteatósicos sometidos a trasplante, y se refuerza el papel del PC como una estrategia 
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quirúrgica promisoria que puede ejercer los mismos efectos protectores que las estrategias 
farmacológicas propuestas.  
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